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Die Endometrose stellt eine der wichtigsten Ursachen endometrial bedingter Fertili-
tätsstörungen des Pferdes dar. Es handelt sich um eine progressive, degenerative Er-
krankung, die zu einer irreversiblen endometrialen Schädigung führt, mit Konzeptions-
störung, embryonaler Fruchtresorption oder Frühabort bei den betroffenen Stuten. 
Die Ätiologie der Endometrose ist bisher unklar und die Pathogenese der Erkrankung 
nur teilweise aufgeklärt. Auf Grundlage zahlreicher Untersuchungen in situ werden die 
Einflüsse ovarieller Steroidhormone, von Wachstumsfaktoren und anderen Mediatoren 
als Auslöser diskutiert. Auch die Assoziation der Endometrose mit Endometritiden und 
uterinen Angiosen, die eine Hypoxie des Gewebes zur Folge haben, legt einen pathoge-
netischen Zusammenhang dieser Erkrankungen nahe. 
 
Erfolglos wurden mechanische und chemische Kürettagen am Endometrium mit dem 
Ziel der Perfusionssteigerung und der Regenerationsförderung durchgeführt. Um Fort-
schritte in der Etablierung therapeutischer und möglicherweise prophylaktischer Ansätze 
zu dieser in der Pferdezucht bedeutsamen Erkrankung zu erzielen, ist es wichtig, die 
Ätiopathogenese des Krankheitsgeschehens zu kennen und zu verstehen. 
Zu diesem Zweck könnten Tierversuche herangezogen werden. Die Untersuchung des 
Einflusses möglicher Faktoren auf die Entstehung und/oder Fortentwicklung der Endo-
metrose am Tier würde erhebliche Eingriffe erfordern und große Tierzahlen wären von-
nöten. Aus praktischer und ethischer Sicht böte ein In-vitro-Modell die beste Möglichkeit 
experimenteller Studien am Endometrium der Stute und die Voraussetzungen für kon-
trollierte Untersuchungen verschiedener Einflussfaktoren auf die Zellen unter definier-
ten, reproduzierbaren Bedingungen. Die Verwendung von transzervikal gewonnenen 
Endometriumbioptaten als Ausgangsmaterial für eine Zellkultur würde einen minimalin-
vasiven Eingriff ohne Beeinträchtigung der Reproduktionsaussichten des Tieres bedeu-
ten. 
 
Morphologische und funktionelle Beschreibungen endometrialer Epithel- und Stromazel-
len in vitro sind von vielen Spezies vorhanden. Insbesondere die Einflüsse von Hormo-
nen und Wachstumsfaktoren auf das Endometrium können an diesen Zellkulturen her-
vorragend untersucht werden. Daneben werden sie u.a. auch für Untersuchungen zu 
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Spermienfunktion, Implantation und Menstruation sowie Endometriose der Frau ge-
nutzt. Die Kokultur von Epithel- und Stromazellen stellt eine gute Methode zur Erfor-
schung der Interaktionen der beiden Zelltypen dar. 
 
WATSON et al. (1992) veröffentlichten bisher als einzige eine Arbeit zur Isolierung, Se-
paration und Kultivierung equiner endometrialer Epithel- und Stromazellen. Sie nutzen 
die Zellen zur Untersuchung der Prostaglandinproduktion unter Oxytocineinfluss. Nur 
epitheliale Endometriumzellen der Stute werden von BRADY et al. (1992, 1993) sowie 
BURGHARDT et al. (1995) und DAY et al. (1998) kultiviert. Schwerpunktmäßig befassen 
sich diese Veröffentlichungen mit den Ausbildungen von direkten Verbindungen zwi-
schen den Zellen. Fötale uterine Fibroblasten eines Ponys halten WIEMER et al. (1988) 
kurzzeitig in Kultur, um deren Effekt auf die Überlebensrate von Embryonen zu beo-
bachten. Verschiedene Methoden zur Gewinnung und Kultivierung der Zellen werden 
bei diesen Arbeiten genutzt. Detaillierte morphologische und funktionelle Charakterisie-
rungen der equinen Endometriumzellen in vitro sind jedoch nicht vorhanden.  
 
Ziel dieser Arbeit ist somit die Etablierung und Validierung der Zellkultur isolierter equi-
ner endometrialer Epithel- und Stromazellen, welche die Grundlage für morphologische 
und funktionelle Untersuchungen an den einzelnen Zelltypen und ihrer Interaktionen, 




2.1 Orthologie des equinen Endometriums  
2.1.1 Allgemeine Betrachtungen 
Der Uterus bicornis der Stute gliedert sich anatomisch in Schleimhaut (Tunica mucosa, 
Endometrium), Muskelschicht (Tunica muscularis, Myometrium) und Serosa (Perimetri-
um) (LIEBICH 2004). 
Das Endometrium bildet mit dem luminalen Epithel die innere Begrenzung. Direkt dar-
unter schließt sich die Lamina propria (Stroma endometrialis) an, welche aufgrund der 
unterschiedlichen Stromazelldichte in Stratum compactum und Stratum spongiosum 
unterteilt wird. Das unmittelbar subepithelial gelegene Stratum compactum zeichnet 
sich durch zahlreiche Kapillaren und dicht gelagerte Stromazellen aus. Im darauffolgen-
den Stratum spongiosum ist die Dichte stromaler Zellen geringer; dieses kapillarreiche 
Gewebe enthält neben Arteriolen und Venulen auch viele Lymphgefäße. Die Lamina 
propria ist durch das Vorkommen zahlreicher Drüsen gekennzeichnet (KENNEY 1978). 
2.1.2 Die Zyklusphasen der Stute 
Zu den saisonal polyöstrischen Tieren gehörend, zeigt die Stute im Frühjahr, Sommer 
und frühen Herbst einen Zyklus mit einer durchschnittlichen Länge von 21 bis 22 Tagen 
(AURICH u. KLUG 1993). Dabei nehmen SCHOON et al. (1992) aufgrund typischer mor-
phologischer Veränderungen von endometrialen Epithel- und Stromazellen folgende 
Unterteilung vor: 
- „Proliferationsphase“ (8-9 Tage) mit Präöstrus (3 Tage), Östrus (2-3 Tage) und 
Postöstrus (3 Tage) 
- „Sekretionsphase“ (9 Tage) mit frühem und mittlerem Interöstrus 
- „Involutionsphase“ (4 Tage) mit spätem Interöstrus 
Ein physiologischer Anöstrus mit ovarieller Inaktivität besteht im späten Herbst und im 
Winter (ADAMS u. BOSU 1988). 
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2.1.3 Die endometrialen Epithelzellen 
2.1.3.1 Lichtmikroskopie 
Die einreihigen luminalen und glandulären Epithelien des Stutenendometriums haben 
überwiegend basal liegende Zellkerne, deren Form und Struktur sich zyklusabhängig 
verändert. Ebenso schwankt in Abhängigkeit vom Zyklusstand die Zellhöhe von flach 
über iso- bis hochprismatisch (KENNEY 1978).  
2.1.3.2 Elektronenmikroskopie 
Aufgrund ihrer Oberflächenstrukturen sind drei verschiedende Epithelzelltypen im equi-
nen Endometrium unterscheidbar. 
Mikrovillitragende Zellen zeigen in der Rasterelektronenmikroskopie klare Abgrenzungen 
und eine polygonale Oberflächenform (SAMUEL et al. 1979, FERREIRA-DIAS et al. 
1994). Die Länge der Mikrovilli variiert zyklusabhänging von 0,4 bis 1,3 µm (RAILA 
2000). 
Die Anzahl der runden zilierten Zellen verändert sich in den unterschiedlichen Zyklus-
phasen (SAMUEL et al. 1979, KEENAN et al. 1991, TUNON et al. 1995). Die meisten 
finden sich während des Interöstrus im luminalen Epithel meist ringförmig um eine Drü-
senöffnung angeordnet (SAMUEL et al. 1979). Die dann die ganze Zelloberfläche bede-
ckenden Zilien sind 6-10 µm lang (SAMUEL et al. 1979). 
Polygonale sekretorische Zellen werden oberflächlich durch glatte apikale Extrusionen 
charakterisiert (SAMUEL et al. 1979). Die glandulären Epithelien zeichnen sich durch 
eine merokrine Sekretion aus; im luminalen Epithel tritt daneben noch eine apokrine 
Abgabe der Sekretionsprodukte auf (KEENAN et al. 1991). Die optisch leeren oder os-
miophilen Sekretvakuolen finden sich im apikalen Bereich der Zellen (RAILA 2000). In 
den zilierten Epithelzellen ist keine sekretorische Aktivität nachweisbar (TUNON et al. 
1995, RAILA 2000). 
Der Zellkern ist während der sekretorischen Phase des Zyklus rund und euchromatin-
reich, wohingegen er sich in der Proliferations- und Involutionsphase länglich-oval mit 
viel Heterochromatin darstellt (RAILA 2000). 
Auch das Vorkommen und die Form der Zellorganellen ist abhängig von der Zykluspha-
se. Während der Sekretionsphase treten die Mitochondrien groß und rund mit ödemati-
sierter Matrix auf, wohingegen sie in der übrigen Zeit klein und vom filamentösen Typ 
mit dichter Matrix sind (RAILA 2000). Das raue endoplasmatische Retikulum (rER) ist 
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nur während des frühen und mittleren Interöstrus vorhanden; in dieser Phase zeigt sich 
auch der Golgi-Apparat aktiv (RAILA 2000). Lysosomen treten zum Ende des Zyklus 
vermehrt auf (RAILA 2000). Die Ausbildung von glattem endoplasmatischen Retikulum 
unterbleibt (RAILA 2000). Glykogen kann in den glandulären Epithelien immunhisto-
chemisch nachgewiesen werden (FREEMAN et al. 1990, HOFFMANN 2006). Dagegen 
gelingt weder SAMUEL et al. (1979), KEENAN et al. (1991), TUNON et al. (1995) noch 
RAILA (2000) der Nachweis von Glykogengranula mittels Elektronenmikroskopie, was 
möglicherweise präparatorisch bedingt ist. 
An den Seiten stellen lumennah tight junctions die Verbindung zwischen den epithelia-
len Zellen her; weiter basal sind die Epithelien durch Desmosomen sowie Interdigitatio-
nen miteinander verbunden (TUNON et al. 1995, RAILA 2000). Eine kontinuierliche Ba-
salmembran grenzt die Epithelien vom umgebenden Stroma ab (RAILA 2000). 
2.1.3.3 Immunhistologie 
Immunhistologisch lassen sich endometriale Epithelien zyklusunabhängig eindeutig 
durch das Intermediärfilament Zytokeratin charakterisieren (AUPPERLE et al. 2004). 
Weder Desmin- noch Vimentin-Expression treten in gesunden equinen epithelialen Zel-
len auf (AUPPERLE et al. 2004). Beim Menschen kommt es während der Proliferati-
onsphase physiologischerweise zu einer epithelialen Koexpression von Vimentin und 
Zytokeratin (NISOLLE et al. 1995). 
Die zyklusabhängigen Veränderungen der endometrialen Zellen werden durch die Ste-
roidhormone Östrogen und Progesteron hervorgerufen. Rezeptoren für diese Hormone 
lassen sich mittels Immunhistologie mit Schwankungen in der Konzentration im Zyklus-
verlauf intranukleär in den luminalen und glandulären Epithelien der Stute nachweisen 
(BRUNCKHORST et al. 1991, AUPPERLE et al. 2000). 
Ki-67-Antigen wird als Proliferationsmarker genutzt und zeigt die ausgeprägteste Ex-
pression in den Epithelzellen während des frühen Interöstrus (AUPPERLE et al. 2000). 
HOFFMANN (2006) untersucht immunhistologisch verschiedene Proteine in den endo-
metrialen Zellen der Stute: Mit unterschiedlichen Intensitäten sind im Verlauf des Zyklus 
in den Epithelzellen Uteroglobin/Sekretoglobin, Uteroferrin, CalbindinD9k sowie Uteroka-
lin nachweisbar. 
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Enzymhistochemisch finden sich im Bereich der epithelialen Zellen des Uterus mit 
Schwankungen im Zyklusverlauf alkalische (ALP) und saure Phosphatase (SP) sowie 
unspezifische Esterasen (BRUNCKHORST et al. 1991). 
2.1.4 Die endometrialen Stromazellen 
Die Bezeichnungen für die Stromazellen des Endometriums sind uneinheitlich: 
Fibroblasten (EVANS et al. 1998), fibroblast-like cells (YAMAUCHI et al. 2003a), stroma-
le Fibroblasten (DAY et al. 1998), endometriale Fibroblasten (VOELKEL et al. 1985). 
2.1.4.1 Lichtmikroskopie 
Als pluripotente Zellen mesenchymaler Herkunft stellen sich die endometrialen Stroma-
zellen mit einfacher Morphologie dar (DALLENBACH-HELLWEG 1987), die denen von 
Fibroblasten sehr ähnlich ist. Die uterinen Stromazellen der Stute weisen laut KENNEY 
(1978) eine ungleichmäßig spindelförmige Gestalt auf; ihr Zellkern ist oval und sie ha-
ben wenig Zytoplasma. Dass auch diese Morphologie bezüglich Zellform, Zytoplasma-
menge sowie Kerngröße und -gestalt zyklusabhängig variiert, beschreiben BRUNCK-
HORST et al. (1991). 
2.1.4.2 Elektronenmikroskopie 
RAILA (2000) zeigt ultrastrukturell, dass equine endometriale Stromazellen nur während 
der Sekretionsphase Merkmale einer erhöhten metabolischen Aktivität ausbilden: Die 
Zytoplasmamenge, ebenso wie die Anzahl der Mitochondrien und der Kerndurchmesser, 
sind in diesem Zyklusstadium am größten. Zellfortsätze und rER sind nur während die-
ser Phase nachweisbar. Außerhalb des frühen und mittleren Interöstrus ist der Golgi-
Apparat inaktiv. Eine Kollagenfasersynthese oder intrazytoplasmatische Glykogenakku-
mulation, wie sie im Endometrium der Frau beschrieben werden (KONDRIKOV et al. 
1993), können von der Autorin nicht beobachtet werden. 
2.1.4.3 Immunhistologie 
Wie alle mesenchymalen Zellen exprimieren endometriale Stromazellen intrazytoplas-
matisch das Intermediärfilament Vimentin (AUPPERLE et al. 2004). Eine physiologische 
Koexpression von Vimentin und Desmin kann während des Winteranöstrus in den stro-
malen Endometriumzellen der Stute gefunden werden (AUPPERLE et al. 2003). 
Die Proliferationsaktivität der Zellen des Stromas ist anhand ihrer Ki-67-Antigen-
Expression nachvollziehbar (AUPPERLE et al. 2000). 
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Wie auch in den epithelialen Zellen lassen sich in den Kernen equiner endometrialer 
Stromazellen Östrogen- und Progesteronrezeptoren, deren Konzentration zyklusabhän-
gigen Schwankungen unterliegt, immunhistologisch nachweisen (BRUNCKHORST et al. 
1991, AUPPERLE et al. 2000). Dies ist als charakteristisches Unterscheidungsmerkmal 
gegenüber Fibroblasten zu werten (AUPPERLE et al. 2000), da eine rein morphologische 
Differenzierung zwischen beiden Zellarten schwierig ist (RAILA 2000). 
Mittels enzymhistochemischer Verfahren lassen sich auch in den Stromazellen, mit zyk-
lusassoziierten Schwankungen, schwach ALP und SP nachweisen (BRUNCKHORST et al. 
1991). 
2.1.5 Die endometriale Extrazellularmatrix 
Die Extrazellularmatrix (ECM) stellt eine komplexe, die Zellen umgebende und stützende 
Struktur dar. Sie setzt sich aus zwei Hauptkomponenten zusammen: geformter (Fasern) 
und ungeformter (amorpher) Grundsubstanz (LIEBICH 2004). 
Über die physiologische Zusammensetzung der uterinen ECM des Pferdes existieren 
wenige Beschreibungen. Im equinen endometrialen Stroma finden sich an faserigen 
Bestandteilen überwiegend Kollagen I und III (RAILA 2000); Kollagen IV lässt sich im 
unveränderten Endometrium der Stute ausschließlich in den Basalmembranen und den 
Gefäßwänden nachweisen (WALTER et al. 2001a). Ebenso verhält es sich mit dem Ba-
salmembranbestandteil Laminin (WALTER et al. 2001a). Fibronektin ist im gesamten 
uterinen Stroma der Stute nur schwach nachweisbar, wohingegen sich Basalmembra-
nen und Gefäßendothelien deutlich positiv für dieses Glykoprotein bei immunhistologi-
schen Untersuchungen zeigen (WALTER et al. 2001a). 
Matrixmetalloproteinasen (MMPs) spielen beim physiologischen Ab- und Umbau der 
ECM eine große Rolle (STETLER-STEVENSON 1996). Vornehmlich die inaktive Proform 
der MMP-2 kann im Stratum compactum gesunder Stuten nachgewiesen werden 
(WALTER et al. 2005). Das Vorkommen und die Verteilung von MMPs und ihrer Inhibito-
ren (tissue inhibitors of metalloproteinases, TIMPs) sind Gegenstand aktueller For-





Die zyklischen Veränderungen des Endometriums beruhen auf den Einflüssen von Hor-
monen, speziell Östradiol und Progesteron (DALLENBACH-HELLWEG 1987). Auch wenn 
es kaum veröffentlichte Arbeiten zu zellulären Regulationsmechanismen bei der Stute 
gibt, kann angenommen werden, dass auch bei ihr, wie bei anderen Spezies, der fort-
währende Wechsel zwischen Proliferation und Differenzierung der endometrialen Zellen 
allgemein über komplexe stromal-epitheliale Wechselwirkungen, die auf direkten Zell-
zu-Zellkontakten und parakrinen löslichen Faktoren sowie ECM-Interaktionen basieren, 
vermittelt wird (CUNHA et al. 1983, HORBELT et al. 1994, OSTEEN et al. 1994, BIGSBY 
2002). Im Gegensatz zum Menschen (ROBERTS et al. 1988) sind beim Pferd im gesun-
den Endometrium keine direkten Kontakte zwischen epithelialen und stromalen Zellen 
zu beobachten, da die glanduläre Basalmembran zu jedem Zeitpunkt des Zyklus intakt 
ist (RAILA 2000). 
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2.2 Pathologie des equinen Endometriums 
2.2.1 Allgemeine Betrachtungen 
Neben den physiologisch-zyklischen Veränderungen treten bei der Stute im Endometri-
um vielfältige pathologische Alterationen auf. 
Häufig sind Endometritiden verschiedenster Ursache (KENNEDY u. MILLER 1993), wäh-
rend Neoplasien im Uterus der Stute nur sehr selten beobachtet werden (COTCHIN 
1984). Hormonelle Dysbalancen, z.B. infolge endokrin aktiver Ovartumoren, rufen glan-
duläre Fehldifferenzierungen im Endometrium hervor (ELLENBERGER et al. 2002). 
Des Weiteren werden häufig degenerative Veränderungen in Form von Angiosen und 
Endometrose (siehe Kap. 2.2.2) im Endometrium der Stute diagnostiziert. 
2.2.2 Endometrose 
2.2.2.1 Allgemeine Betrachtungen 
Die früher als chronische degenerative Endometritis bezeichnete Endometrose (KENNEY 
1993) stellt eine der wichtigsten Ursachen endometrial bedingter Fertilitätsstörungen 
der Stute dar (KENNEY u. DOIG 1986). Sie wird heute von SCHOON et al. (1995) als 
eine periglanduläre und/oder stromale Fibrose einschließlich glandulärer Alterationen 
innerhalb der fibrotischen Areale definiert. Es handelt sich um eine progressive Erkran-
kung, die zu einer irreversiblen Schädigung des Endometriums führt, nicht durch klini-
sche Untersuchungen feststellbar und nur über die Auswertung eines Endometriumbiop-
tates diagnostizierbar ist (SCHOON et al. 1992). 
Die Ätiologie der Endometrose ist bisher unklar und die Pathogenese der Erkrankung 
nur teilweise aufgeklärt. Ein progredient altersassoziiertes Auftreten dieser degenerati-
ven Prozesse konnte nachgewiesen werden (SCHOON et al. 1995). Weder die Anzahl 
der Trächtigkeiten noch zyklische oder saisonale Einflüsse scheinen mit dem Auftreten 
oder dem Grad der Endometrose in Verbindung zu stehen (HOFFMANN 2006). 
Obwohl ROBERTS (1992) von guten therapeutischen Ergebnissen bei Kürettagen mit 
Kerosin berichtet, konnten andere (VAN CAMP 1988, FRAZER et al. 1988, LEY 1994, 
SCHOON et al. 1995, SCHOON et al. 1997) mittels chemischer (Kerosin, DMSO, Kolla-
genase, Polyvidon, Lotagen®) oder mechanischer Kürettage des Endometriums weder 
eine Reduzierung der fibrotischen Prozesse, noch eine Verbesserung der Fertilität errei-
chen. 
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Die Gradeinteilung der Endometrose erfolgt nach KENNEY (1978) anhand der Anzahl 
periglandulärer Bindegewebsschichten und fibrotischer Herde pro definierter Fläche. 
Die periglanduläre Fibrose bei der Endometrose kann Einzeldrüsen betreffen oder aus 
mehreren Drüsen bestehende Drüsennester bilden (KENNEY 1978, SCHOON et al. 
1995). In fortgeschrittenen Stadien können subepitheliale Fibrosen (FLORES et al. 
1995) und Stromafibrosen auftreten (SCHOON et al. 1995). Aufgrund des Differenzie-
rungsgrades der die Fibrose bildenden Stromazellen wird zwischen einer aktiven und 
einer inaktiven sowie gemischten Form unterschieden (HOFFMANN 2006). Des Weiteren 
wird, basierend auf dem Nachweis von Degenerationserscheinungen an den betroffenen 
Drüsen, die von einer vakuolären Degeneration bis hin zur vollständigen Destruktion der 
epithelialen Zellen reichen können, von einer destruierenden Endometrose gesprochen 
(HOFFMANN 2006). 
2.2.2.2 Veränderungen der Epithelzellen 
Oft sind infolge eines Sekretstaus dilatierte Drüsen innerhalb fibrotischer Areale zu beo-
bachten, deren Epithelien im weiteren Verlauf atrophieren (FLORES et al. 1995). Eine 
glanduläre Degeneration (u.a. mit Kondensation des nukleären Chromatins, Dilatation 
der Interzellulärräume, Auftreten von Kernfragmenten, ödematisierten Mitochondrien), 
zusammen mit einer vermehrten Apoptoserate, wird von RAILA (2000) beschrieben. 
Elektronenmikroskopisch sind ziliäre und mikrovilläre Anomalien nachzuweisen, die sich 
als strukturelle Veränderungen sowie in einer Reduktion der zilien- und mikrovillitrage-
nen Zellen in den endometrotisch veränderten Drüsen äußern (FERREIRA-DIAS et al. 
1994, RAILA 2000). 
Eine Koexpression von Zytokeratin und Vimentin (basale, perinukleäre oder diffuse Ab-
lagerung) ist oft in von Endometrose betroffenen Epithelien zu sehen (AUPPERLE et al. 
2004). 
In die periglanduläre Fibrose einbezogene Drüsen zeichnen sich häufig durch eine zy-
klusasynchrone Differenzierung (SCHOON et al. 1997) mit Abweichungen des sekretori-
schen Proteinmusters (bezogen auf Uteroglobin/Sekretoglobin, Uteroferrin, CalbindinD9k, 
Uterokalin) aus (HOFFMANN 2006) und dürften durch das veränderte uterine Milieu 
damit als pathogenetischer Faktor der aus der Endometrose resultierenden Fertili-
tätsstörungen angesehen werden (SCHOON et al. 1995). Hinsichtlich der Steroidhor-
monrezeptor-Expression stellen WALTER et al. (2001b) keine Unterschiede zu unverän-
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derten Drüsenepithelien fest; im Gegensatz dazu beobachten andere eine teils deutlich 
verminderte bis fehlende Expression von Progesteron- und Östrogenrezeptoren 
(AUPPERLE et al. 2000). Zudem zeigen betroffene Uterindrüsen in der Proliferati-
onsphase des Zyklus eine geringere epitheliale Ki-67-Antigen-Expression als unverän-
derte Drüsen (GERSTENBERG et al. 1999). Diese Ergebnisse weisen auf eine von den 
regulären Steuermechanismen abgekoppelte Differenzierungsdynamik hin (AUPPERLE 
et al. 2000). 
2.2.2.3 Veränderungen der Stromazellen 
Aufgrund morphologischer und funktioneller Abweichungen von den definierten 
Normalbefunden unterscheidet RAILA (2000) bei den an der Endometrose beteiligten 
stromalen Zellen Stromazellen vom Typ I und II sowie Myofibroblasten (Abb. 2.1). 
 
Abb. 2.1: Fehldifferenzierte Stromazellen im Rahmen der Endometrose (nach RAILA 2000) 
Die großen, polymorphen Stromazellen vom Typ I treten periglandulär bei „beginnen-
den Fibrosen“ auf und sind durch einen hypochromatischen Zellkern, vermehrtes Zyto-
plasma und die Ausbildung eines Syntheseapparates mit Bildung von kollagenen Fasern 
charakterisiert. Fortgeschrittene Fibrosen bestehen aus Stromazellen vom Typ II und 
Myofibroblasten. Erstere sind durch einen länglichen Zellleib mit schmalen Zytoplasma-
ausläufern sowie einen zentral liegenden, länglich-ovalen Kern gekennzeichnet. Sie las-
sen sich in eine aktive und inaktive Form einteilen, deren ultrastrukturelle Morphologie 
der von Fibroblasten bzw. Fibrozyten entspricht. Transmissionselektronenmikroskopisch 
sind überwiegend perinukleär auftretende Intermediärfilamente und subplasmalemmal 
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liegende Mikrofilamente in den Myofibroblasten nachweisbar. Diese Zellen zeigen in der 
Immunhistologie als Charakteristikum die Koexpression von Vimentin und α-Aktin 
und/oder Desmin (EVANS et al. 1998, RAILA 2000, WALTER et al. 2001a). Zusätzlich 
stellen sie sich häufig positiv für Tropomyosin und in stark fibrotischen Bereichen auch 
für Fibronektin dar (WALTER et al. 2001a). 
2.2.2.4 Veränderungen der extrazellulären Matrix 
Im Gegensatz zu EVANS et al. (1998) beobachtet RAILA (2000) im Rahmen der Endo-
metrose teils ausgedehnte Basalmembrandefekte im Sinne von Duplikationen und 
Fragmentationen, die direkte stromal-epitheliale Zellkontakte ermöglichen. Es liegt eine 
Zubildung kollagener Fasern in den fibrotischen Bereichen vor (RAILA 2000). Dabei tre-
ten Kollagen IV und Laminin in stark fibrotischen Arealen, im Gegensatz zu Kollagen I 
und III, auch außerhalb der Basalmembran auf (WALTER et al. 2001a). MMP-2 kann 
diese beiden ECM-Bestandteile degradieren und kommt meist zusammen mit der Ge-
webetransglutaminase (TG-2) in Endometrosebereichen in der aktiven Form vor 
(WALTER et al. 2005). Die Wachstumsfaktoren der transforming growth factor (TGF)-
Familie zeigen meist eine verminderte Expression bei der Endometrose (SEVERIN et al. 
2006). 
2.2.2.5 Pathogenetische Faktoren 
Ätiopathogenetisch werden epitheliale Alterationen durch Basallaminaveränderungen als 
initales Ereignis der Entstehung fibrotischer Herde im Endometrium diskutiert 
(HOFFMANN 2006). Andere vermuten stromale Fehldifferenzierungen als Auslöser der 
Endometrose (RAILA 2000). Da die Steroidhormone Östrogen und Progesteron endo-
metriale Differenzierungsvorgänge beeinflussen (DALLENBACH-HELLWEG 1987), könn-
ten hormonelle Dysbalancen für die Fehldifferenzierung der Stromazellen im Rahmen 
der Endometrose verantwortlich sein (RAILA 2000). Auch die Beteiligung von verschie-
denen Wachstumsfaktoren wird in diesem Zusammenhang diskutiert (RAILA 2000). 
MMP-2, TG-2 und verschiedenen TGF wird eine entscheidende Rolle bei ECM-
Veränderungen im Rahmen der Endometrose zugesprochen (WALTER et al. 2005, 
SEVERIN et al. 2006, GANJAM u. EVANS 2006). Die pathogenetische Bedeutung dieser 
und anderer Mediatoren bei Fibrosen anderer Organe ist unbestritten (MAUCH u. KRIEG 
1986). 
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Eine oft mit Quantität und Qualität der Endometrose assoziierte zunehmende entzündli-
che Infiltration des Endometriums wird von verschiedenen Autoren beobachtet 
(KENNEY u. DOIG 1986, FERREIRA-DIAS et al. 1994, FLORES et al. 1995, HOFFMANN 
2006). Während einige von einer ursächlichen Beteiligung der Endometritiden an der 
Entstehung der Endometrose ausgehen (RICKETTS u. ALONSO 1991, FLORES et al. 
1995), sehen andere sie als sekundäre Entzündung infolge herabgesetzter Resistenz 
des fibrotisch veränderten Gewebes an (DOIG et al. 1981). Im Gegensatz dazu postulie-
ren SCHOON et al. (1995) eine von entzündlichen Prozessen unabhängige Ursache der 
equinen Endometrose. Eine Aktivierung einer bereits vorhandenen Fibrose kann vermut-
lich durch das Auftreten einer Endometritis (HOFFMANN 2006) und durch Wundhei-
lungsvorgänge (STIEF 2006) erfolgen. Eine prägnante Produktion verschiedener T-
Helferzell-exprimierter Zytokine kann bei chronischen entzündlichen und ausgeprägte-
ren degenerativen Veränderungen des Stutenendometriums beobachtet werden, welche 
möglicherweise auf immunbedingte Faktoren bei der Pathogenese der Endometrose 
hinweisen könnte (KURZ 2003). 
Degenerative Blutgefäßveränderungen, die sich als Elastosen, Fibrosen und Fibroelasto-
sen aller Wandschichten bis hin zu Verkalkungen manifestieren können, treten sehr 
häufig bei älteren Pferden im Endometrium auf. Der Grad der Alterationen korreliert 
dabei positiv, neben dem Lebensalter, insbesondere mit der Parität (GRÜNINGER et al. 
1998). Die graduell enge Assoziation solcher Angiosen mit einer Endometrose legt einen 
pathogenetischen Zusammenhang dieser Erkrankungen nahe (SCHOON et al. 1997), 
der durch fokale Hypoxien im endometrialen Gewebe bedingt sein könnte (HOFFMANN 
2006). Als eine Folge von Gefäßveränderungen tritt, bedingt durch Lymphdrainagestö-
rungen, eine verminderte Perfusion des Endometriums mit persistierendem Ödem auf 
(SCHOON et al. 1994), was ebenfalls als möglicher pathogenetischer Faktor bei der En-
dometroseentstehung diskutiert wird (GRÜNINGER 1996). 
Angiotensin II bzw. angiotensin converting enzyme (ACE) wird bei Fibrosen in verschie-
denen Organen, wo ACE u.a. in Myofibroblasten nachweisbar ist, eine entscheidende 
Beteiligung unterstellt (SUN et al. 2004). Da eine erhöhte ACE-Aktivität in fortgeschrit-
tenen Stadien der equinen Endometrose messbar ist, kann möglicherweise von einer 
pathogenetischen Beteiligung dieses Enzyms auch bei der Fibrose im Endometrium der 
Stute ausgegangen werden (EVANS et al. 2000, GANJAM u. EVANS 2006). 
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Die Aufklärung der Ätiopathogenese der Endometrose ist Voraussetzung für die Ent-
wicklung potenter therapeutischer und prophylaktischer Maßnahmen gegen diese Er-
krankung. Trotz der zahlreichen oben vorgestellten Untersuchungen an Stuten und en-
dometrialen Gewebeproben in situ, bestehen weiterhin entscheidende Unklarheiten 
über interzelluläre Wechselwirkungen zwischen den stromalen und epithelialen Kompo-
nenten des Endometriums sowie die Synthese- und Sekretionsleistungen dieser Zellen 
in Abhängigkeit von z.B. hormonellen oder hypoxischen Einwirkungen. Die Untersu-
chung des Einflusses solcher Faktoren auf die Entstehung und/oder Fortentwicklung der 
Endometrose am Tier würde erhebliche Eingriffe erfordern und große Tierzahlen wären 
vonnöten. Beispielsweise wäre für die Schaffung eines definierten Hormonstatus eine 
Ovarektomie erforderlich. 
Ein In-vitro-Modell des equinen Endometriums böte die Voraussetzungen für kontrollier-
te Untersuchungen verschiedener Einflussfaktoren auf die Zellen unter definierten, re-
produzierbaren Bedingungen. Die Verwendung von transzervikal gewonnenen Endo-
metriumbioptaten als Ausgangsmaterial für eine Zellkultur würde einen minimalinvasi-
ven Eingriff ohne Beeinträchtigung der Reproduktionsaussichten des Tieres bedeuten 
(WATSON u. SERTICH 1992). Mit der Verlagerung tierexperimenteller Studien in ein 
Zellkultursystem könnte durch Reduktion der Eingriffe am Tier und der Zahl der Ver-
suchstiere auch ein entscheidender Beitrag zum Tierschutz geleistet werden. 
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2.3 Endometrium in vitro 
2.3.1 Allgemeine Betrachtungen 
Aufgrund der ständigen hormonell bedingten Veränderungen des Uterus sind funktio-
nelle Untersuchungen am Tier oder am isolierten Organ sehr komplex. Daher werden 
für verschiedenste Fragestellungen (siehe Kap. 2.3.9, S. 27) neben histologischen, 
elektronenmikroskopischen und immunhistologischen Techniken am fixierten Gewebe 
Versuche mit Endometriumzellen in vitro unternommen. Sie eröffnen damit die Möglich-
keit der isolierten Betrachtung zellulärer Reaktionen auf äußere Stimuli und Interaktio-
nen zwischen den Zellarten (FINDLAY et al. 1990). 
Methoden zur Anzüchtung primärer Endometriumzellkulturen sind seit Jahren bei vielen 
Spezies etabliert. Verschiedene Autoren stellen Methoden zur Isolation und Kultivierung 
humaner endometrialer Zellen dar (SATYASWAROOP et al. 1979, FLEMING 1999, MY-
LONAS et al. 2000); Kulturen von Ratten- (BITTON-CASIMIRI et al. 1977, PIVA et al. 
1996), Maus- (WEWER et al. 1986, UCHIMA et al. 1991), Kaninchen- (GERSCHENSON 
et al. 1977, SHARMA et al. 2002) und Meerschweinchen- (CHAMINADAS et al. 1986, 
ORDENER et al. 1993) sowie von Rinder- (FORTIER et al. 1988, TIEMANN et al. 1994, 
YAMAUCHI et al. 2003b), Schaf- (CHERNY u. FINDLAY 1990, SHELDRICK et al. 1993) 
und Schweineendometriumzellen (ZHANG et al. 1991, GROOTHUIS et al. 2002) sind 
ebenfalls beschrieben. 
WATSON et al. (1992) veröffentlichten bisher als einzige eine Arbeit zur Isolierung, Se-
paration und Kultivierung equiner endometrialer Epithel- und Stromazellen. Nur epithe-
liale Endometriumzellen der Stute werden von BRADY et al. (1992, 1993) kultiviert, de-
ren Protokoll von BURGHARDT et al. (1995) und DAY et al. (1998) übernommen wird. 
Fötale uterine Fibroblasten eines Ponys werden von WIEMER et al. (1988) kurzzeitig in 
Kultur gehalten. Ohne Auflösung des Gewebeverbandes nutzen WATSON u. SERTICH 
(1989) sowie WATSON (1990) und NASH et al. (2005, 2006) endometriale Explantate 
von Stuten für Inkubationsversuche. 
 
Die nachfolgenden Ausführungen beziehen sich allgemein auf endometriale Zellen in 
vitro. Speziesspezifische Eigenschaften werden, sofern bekannt, ausdrücklich betont. 
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2.3.2 Material 
Als Ausgangsmaterial für die Isolierung von endometrialen Zellen für eine Zellkultur 
werden Bioptate (WATSON et al. 1992, BENTIN-LEY et al. 1995) oder Geschabsel des 
Endometriums (VARMA et al. 1982) sowie durch Operation oder Tötung gewonnene 
ganze Uteri (FORTIER et al. 1988, TIEMANN et al. 1994, NASH et al. 2005) verwendet. 
2.3.3 Isolierung 
Kombinationen aus mechanischen und enzymatischen Verfahren kommen bei der Isolie-
rung von endometrialen Epithel- und Stromazellen zum Einsatz: VARMA et al. (1982) 
und TRENT et al. (1980) beschreiben eine Kultur von Primärexplantaten, bei denen aus 
direkt in Kulturgefäße eingesetzten kleinen Gewebestücken innerhalb von 4 bis 7 Tagen 
Zellen auswachsen. Diese aufgrund geringen Zellverlusts bei der Aufbereitung beson-
ders für kleine Gewebemengen geeignete Methode birgt den Nachteil der Anheftungs- 
und Migrationsselektion der auswachsenden Zellen (FRESHNEY 1990). 
Bei der mit schneidenden Werkzeugen vorgenommenen mechanischen Zerkleinerung 
mit anschließender enzymatischer Gewebedissoziation wird dagegen auf Zellen selek-
tiert, welche resistent gegen diese Art der Vereinzelung sind und danach noch zur An-
heftung fähig sind (FRESHNEY 1990). Für die Gewinnung von Epithelzellen des Stuten-
endometriums nutzen BRADY et al. (1992) eine Mikrodissektionsmethode mit anschlie-
ßender Fermentierung. Verschiedene Enzyme (auch in Kombination) werden für die 
Verdauung endometrialen Gewebes verwendet: 
- Kollagenase (BRADY et al. 1992, WATSON et al. 1992, CLASSEN-LINKE et al. 
1997, ARNOLD et al. 2001) 
- Dispase/Pankreatin (ZHANG et al. 1991, DAVIS u. BLAIR 1993) 
- DNAse (CASSLEN u. HARPER 1991, BRADY et al. 1992) 
- Hyaluronidase (VARMA et al. 1982) 
- Trypsin (VARMA et al. 1982, ZHANG et al. 1991) 
Im Allgemeinen ist Trypsin aggressiver als Kollagenase, aber meist effektiver bei der 
Gewinnung einer Einzelzellsuspension. Mechanische Disaggregation schädigt mehr Zel-
len, geht dafür aber schneller (FRESHNEY 1990). 
Über die enzymatische Behandlung hinaus kann die Stabilität der epithelialen tight junc-
tions durch Verwendung eines kalzium- und magnesiumfreien Mediums vermindert 
werden (FINDLAY et al. 1990). 
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Durch das Einbringen der Verdauungslösung in ein geschlossenes Uterushorn gelingt 
es, zunächst das luminale Epithel abzulösen und somit getrennt von den glandulären 
Epithelzellen zu gewinnen (UCHIMA et al. 1991, ZHANG et al. 1991). 
2.3.4 Separation 
Unterschiedliche Eigenschaften von Epithel- und Stromazellen des Endometriums er-
möglichen die für die Kultivierung notwendige Separation dieser beiden Zellarten. 
Nach der enzymatischen Gewebedissoziation liegen die Stromazellen als vereinzelte Zel-
len vor (XIAO u. GOFF 1998). Auch wenn für manche Fragestellungen eine genaue Be-
stimmung der Zellzahl erforderlich ist, die nur durch eine komplette Auftrennung der 
epithelialen Zellverbände erreicht werden kann (VIGANO et al. 1993), sollten die Epi-
thelzellen nicht vereinzelt werden, sondern im Drüsenverband verbleiben, um eine mög-
lichst hohe Überlebensrate zu erhalten (MATTHEWS et al. 1992, CLASSEN-LINKE et al. 
1997). Der daraus resultierende Größen- und Gewichtsunterschied ermöglicht eine Se-
paration der beiden Zelltypen mit Hilfe einer Filtration durch Siebe (CLASSEN-LINKE et 
al. 1997, ARNOLD et al. 2001) oder eine Auftrennung mittels Sedimentation (CASSLEN 
u. HARPER 1991, WATSON et al. 1992), wobei die kleineren und leichteren stromalen 
Zellen im Filtrat bzw. im Überstand angereichert werden. Zur Trennung von stromalen 
und epithelialen Zellen kann auch eine diskontinuierliche Dichtegradientenzentrifugation 
(DGZ), bei der es zur Akkumulation der Epithelzellen zwischen zwei unterschiedlich 
schweren Lösungen kommt und sich die Stromazellen oberhalb der Gradienten ansam-
meln, genutzt werden (FERNANDEZ-SHAW et al. 1992, LIU et al. 1997). Anhand von 
Thy-1-Antikörper-beschichteten immunomagnetischen Kügelchen können stromale Zel-
len aus einer Epithelzellsuspension entfernt werden (FERNANDEZ-SHAW et al. 1992). 
Auch über die unterschiedlichen Anheftungsgeschwindigkeiten auf den Kulturoberflä-
chen lassen sich Zellarten selektieren (FRESHNEY 1990). So adhärieren endometriale 
Stromazellen bereits innerhalb von 15 bis 30 Minuten im Kulturgefäß, so dass nur die 
epithelialen Zellen mit dem Überstand abgenommen werden können (YAMAUCHI et al. 
2003b). Auch ein selektives Ablösungsverhalten unterschiedlicher Zelltypen wird be-
schrieben (FRESHNEY 1990): Unter Trypsineinwirkung lösen sich die Stromazellen des 
Endometriums schneller von der Wachstumsoberfläche als die Epithelzellen (GUERIN et 
al. 1997, YAMAUCHI et al. 2003b). Der gleiche Effekt wurde bei Mammagewebe durch 
Kollagenase-Behandlung erreicht (LASFARGUES 1973). Umgekehrt werden allgemein 
LITERATURÜBERSICHT 18 
durch EDTA (PAUL 1975) oder Dispase (FRESHNEY 1990) epitheliale Zellen schneller 
abgelöst als stromale Fibroblasten. 
Der Austausch von L-Valin gegen D-Valin im Medium wirkt wachstumshemmend auf 
fibroblastenartige Zellen (MATTHEWS et al. 1992). Auch über die Serumkonzentration 
ist eine Selektion zwischen Epithel- und Stromazellen möglich: Stromale Zellen prolife-
rieren bei höheren Serumkonzentrationen besser als Epithelzellen und umgekehrt 
(MERVIEL et al. 1995, GUERIN et al. 1997). Im Gegensatz dazu berichten KIRK u. IR-
WIN (1980) von einem geringeren Serumanspruch der stromalen Zellen. 
Die mit diesen Maßnahmen (teils nur eine, teils auch Kombinationen der verschiedenen 
Methoden) erreichbare Reinheit der Zellpopulationen liegt bei den Stromazellen des En-
dometriums zwischen 90 und 98 % (FERNANDEZ-SHAW et al. 1992, WATSON et al. 
1992, BHARGAVA PERIWAL et al. 1995); die Angaben über den erzielten Reinheitsgrad 
der Epithelzellen schwanken zwischen 51 und 99 % (FERNANDEZ-SHAW et al. 1992, 
WATSON et al. 1992, CLASSEN-LINKE et al. 1997). Der Zyklusstand der Spenderin zum 
Zeitpunkt der Gewebegewinnung kann bei der Reinheit der epithelialen Komponente 
eine Rolle spielen: Da während der Proliferationsphase deutlich mehr Drüsen vorhanden 
sind, ist hier die Kontamination mit Stromazellen relativ geringer als bei Epithelzellkultu-
ren, die zum Zeitpunkt einer sekretorischen glandulären Differenzierung isoliert werden 
(KIRK et al. 1978). Bereits eine geringe initiale Kreuzkontamination der Epithelien mit 
stromalen Zellen (ca. 5 %) kann zu einem Überwachsen der Epithelzellkultur führen 
(MATTHEWS et al. 1992). Nur vereinzelt werden mittels Faktor VIII immunhistologisch 
identifizierte Endothelien als Kontaminanten in der Endometriumzellkultur beschrieben 
(MATTHEWS et al. 1992). 
2.3.5 Vitalität 
Die Isolierung und Kultivierung von Zellen bedeutet zahlreiche artifizielle physikalische 
und chemische Manipulationen und eine unnatürliche Umgebung im Vergleich zum Ori-
ginalgewebe. 
Um den Anteil vitaler Zellen nach einer möglicherweise traumatischen Prozedur, wie 
z.B. Isolierung, Separation und Passagierung, zu bestimmen, werden Kurzzeitvitalitäts-
tests genutzt. Neben Farbstoffaufnahme-, Chromfreisetzung- und Stoffwechseltests 
kommen dafür am häufigsten Farbstoffausschlusstests zum Einsatz. Diese beruhen auf 
dem Prinzip der Impermeabilität vitaler Zellen für verschiedene Chromogene u.ä. 
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(FRESHNEY 1990). Meistens wird Trypanblau dabei verwendet (LINDL 2002). So wer-
den nach der Isolierung und Separation Vitalitätsraten von 80-95 % bei Stromazellen 
(BHARGAVA PERIWAL et al. 1995, BLÄUER et al. 2005) bzw. von über 90 % 
(TAKAHASHI et al. 2001) oder über 95 % (FORTIER et al. 1988) bei endometrialen Epi-
thelzellen beschrieben. Werden die Epithelzellen bei der Isolierung enzymatisch verein-
zelt, sinkt der Anteil vitaler Zellen auf 60 % (VIGANO et al. 1993). 
Mittels Farbstoffausschlusstests ist der Anteil als vital eingestufter Zellen meist höher als 
die anhand der Aussaateffizienz bestimmte Prozentzahl. Die Aussaateffizienz beschreibt 
die Anzahl adhärenter Zellen in Relation zur Menge eingesäter Zellen, und wird zu ei-
nem Zeitpunkt bestimmt, zu dem sich ein Maximum an Zellen angeheftet, die Prolifera-
tion aber noch nicht begonnen hat (FRESHNEY 1990). 
Da nicht jede adhärente Zelle auch zur Zellteilung fähig ist, bietet die Plattiereffizienz 
das beste Maß für Überleben und proliferative Kapazität (FRESHNEY 1990). Bei diesem 
insbesondere für Zytotoxizitätsstudien verwendeten Test, wird die Koloniebildungsfähig-
keit einer Zelle ausgenutzt (LINDL 2002). Für endometriale Stromazellen werden recht 
variable Plattiereffizienzen zwischen 32 und 75 % (DORMAN et al. 1982, HOLINKA u. 
GURPIDE 1987) beschrieben. Andere nutzen den Protein- und DNA-Gehalt vergleichend 
zum Zeitpunkt der Aussaat und einige Stunden später zur Bestimmung der Plattiereffi-
zienz und erhalten Werte von 62 % für epitheliale Endometriumzellen des Kaninchens 
(FORTIER et al. 1987) bzw. 78-87 % für die des Schweins (ZHANG et al. 1991). 
2.3.6 Kultivierung 
Die Zellkultur wird durch verschiedenste Milieubedingungen beeinflusst: Die Art der 
Wachstumsoberfläche, die physiko-chemische Zusammensetzung des Mediums, die Be-
standteile der Gasphase und die Inkubationstemperatur sind hierbei am wichtigsten 
(FRESHNEY 1990). 
2.3.6.1 Wachstumsoberfläche 
Bei endometrialen Zellkulturen kommen Wachstumsgefäße mit verschiedenen Oberflä-
chen zum Einsatz. Zumeist werden Einwegplastikmaterialen (z.B. Polystyren, Polypropy-
len) verwendet. Um die Differenzierung, insbesondere der Epithelzellen, zu fördern, 
werden diese Oberflächen durch Beschichtungen mit Kollagen (CASSLEN u. HARPER 
1991, YAMAUCHI et al. 2003b) oder Matrigel® (HOPFER et al. 1994, XIAO u. GOFF 
1998) in unterschiedlichen Konzentrationen modifiziert. Das Basalmembran-
LITERATURÜBERSICHT 20 
Matrixmaterial Matrigel® wird aus dem Engelbreth-Holm-Swarm-Sarkom der Maus ge-
wonnen. Die Hauptbestandteile stellen Laminin, Kollagen IV, Heparansulfat-
Proteoglykane, Entaktin und Nidogen dar (KLEINMAN et al. 1982); des Weiteren sind 
auch TGF-β, fibroblast growth factor (FGF), Gewebeplasminaktivator und andere 
Wachstumsfaktoren enthalten (MCGUIRE u. SEEDS 1989). 
2.3.6.2 Kokultur 
Durch das Einbringen von Stromazellen in und Epithelzellen auf Matrigel® in Zellkultur-
membraneinsätzen können Kokulturen mit direkten Zell-zu-Zellkontakten (Abb. 2.2) 
etabliert werden (ARNOLD et al. 2001). 
 
Abb. 2.2: Kokultur mit direkten Zell-zu-Zellkontakten 
TANAKA et al. (2003) nutzen einen aus humanen Plazentastrukturen gewonnenen Kol-
lagenschwamm zur dreidimensionalen Kokultivierung von endometrialen Karzinomzellen 
und Fibroblasten. DAY (2006) beschreibt ein Fibrinnetz als Wachstumsgitter für aus En-
dometriumbioptaten auswachsende equine endometriale Stromazellen. Des Weiteren 
werden multizelluläre Spheroide aus Epithel- und Stromazellen des Endometriums als 
Kokulturform verwendet (YAMAUCHI et al. 2003b). 
 
Abb. 2.3: Kokultur ohne direkte Zell-zu-Zellkontakte 
Kokulturen ohne direkte Verbindungen zwischen den Zelltypen können durch die Ver-
wendung von Membraneinsätzen erreicht werden, indem die stromalen Zellen auf der 
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Plastikoberfläche unterhalb der auf der Membran aufgebrachten Epithelzellen (Abb. 2.3, 
S. 20) ausgesät werden (BLÄUER et al. 2005). Dieses System bietet die Möglichkeit zur 
Untersuchung von Interaktionen der Zelltypen untereinander durch lösliche Faktoren. 
Des Weiteren kann durch die zwei Kompartimente eine Polarisation der Epithelzellen 
erreicht werden (MAHFOUDI et al. 1992). 
2.3.6.3 Medien 
Zellkulturmedien setzen sich in der Regel aus Aminosäuren, Salzen, Vitaminen, sonsti-
gen Stoffen und einer anorganischen Puffersubstanz (NaHCO3) zusammen (LINDL 
2002). Für die Kultivierung von endometrialen Zellen werden unterschiedliche Medien 
genutzt. Die unabhängig von der Spezies am weitesten verbreiteten sind die standardi-
sierten Zellkulturmedien RPMI 1640 (XIAO u. GOFF 1998, GROOTHUIS et al. 2002) und 
Mischungen aus DMEM und Ham’s F-12 (CASSLEN u. HARPER 1991, YAMAUCHI et al. 
2003b). Diesen Medien muss Serum zugegeben werden. Seren liefern u.a. Hormone, 
Bindungsproteine und Anheftungsfaktoren sowie viele Aminosäuren, anorganische Sal-
ze, Spurenelemente, Puffer- und Neutralisationssysteme (z.B. Albumin) für die kultivier-
ten Zellen (LINDL 2002). Andererseits können sie auch unerwünschte Stoffe wie Toxine 
oder Mikroorganismen (Viren, Bakterien, Pilze) und nicht eindeutig definierte Substan-
zen (z.B. Wachstumsfaktoren, Antikörper) enthalten. Um qualitative und quantitative 
Schwankungen der Nährmedienbestandteile zu vermeiden und eindeutig definierte 
Wachstumsbedingungen zu schaffen, werden serumfreie Kulturen endometrialer Zellen 
entwickelt (CASSLEN u. HARPER 1991, MAHFOUDI et al. 1991, FUKAMACHI 1992). 
2.3.6.4 Gase 
Die wichtigsten Bestandteile der Gasphase für kultivierte Endometriumzellen sind Sau-
erstoff für die Energiegewinnung der Zellen und Kohlendioxid für die Pufferung des Me-
diums. Bei konventionellen Säugerzellkulturen wird Raumluft mit Zugabe von CO2 (5 %) 
verwendet (FRESHNEY 1990). Zur Schaffung eines hypoxischen Milieus kann der O2-
Partialdruck in speziellen Hypoxiekammern reduziert werden (siehe Kap. 2.3.11, S. 30). 
2.3.6.5 Temperatur 
Die meisten Säugerzellen benötigen Temperaturen um 37 °C (FRESHNEY 1990); das ist 
auch die Inkubationstemperatur, die für die Kultivierung endometrialer Zellen üblicher-
weise verwendet wird. Daneben ist durch Wasserverdunstung eine nahezu 100%ige 
relative Luftfeuchtigkeit zu gewährleisten (LINDL 2002). 
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2.3.7 Charakterisierung kultivierter Endometriumzellen 
Voraussetzung für Untersuchungen an isolierten Endometriumzellen ist die eindeutige 
Identifizierung der unterschiedlichen Zellarten. 
2.3.7.1 Epithelzellen 
Mittels Phasenkontrastmikroskopie stellen sich isolierte, auf Plastikoberflächen kultivier-
te endometriale Epithelzellen verschiedener Spezies als polygonale, dicht liegende, aus 
Kolonien als Monolayer auswachsende Zellen dar (RICKETTS et al. 1983, STEWART u. 
MUKHTAR 1988, CHERNY u. FINDLAY 1990, MAHFOUDI et al. 1991, ZHANG et al. 1991, 
MATTHEWS et al. 1992, WATSON et al. 1992, ARSLAN et al. 1995, XIAO u. GOFF 
1998). Elektronenmikroskopisch finden sich an diesen sehr flachen Zellen nur Überlap-
pungen, aber keine interzellulären Verbindungen (ZHANG u. DAVIS 2000). FINDLEY et 
al. (1990) sprechen dabei von einer Entdifferenzierung der Epithelzellen (siehe dazu 
Kap. 2.3.8). Durch die Verwendung von verschiedenen Oberflächenbeschichtungen, wie 
z.B. Matrigel®, jedoch können auch in Abwesenheit von lebenden Stromazellen, wie in 
vivo, polarisierte, differenzierte Epithelzellen kultiviert werden (FINDLAY et al. 1990): 
Die Ausbildung apikaler Mikrovilli sowie lateraler tight junctions, Desmosomen und In-
terdigitationen an kubischen bis hochprismatischen Zellen mit basalen Nuclei gelten da-
bei als elektronenmikroskopisch evaluierbare Differenzierungkriterien (GLASSER et al. 
1988, CLASSEN-LINKE et al. 1997), welche auch bei auf Matrigel® kultivierten epithelia-
len Stutenendometriumzellen nachweisbar sind (BRADY et al. 1993). Weitergehend 
können sich mehrschichtige, sphärische oder tubuläre Strukturen formende Epithelzell-
kulturen ausbilden (RINEHART, JR. et al. 1988, ZHANG u. DAVIS 2000). Auch das Vor-
kommen zilierter Zellen wird beschrieben (CLASSEN-LINKE et al. 1997). Die Polarisation 
äußert sich darüber hinaus in Unterschieden in der apikalen und basalen Sekretion ver-
schiedener Proteine (GLASSER et al. 1988). Mittels FRAP (fluorescence recovery after 
photobleaching) gelingt es BRADY et al. (1992, 1993) an kultivierten Epithelzellen der 
Stute interzelluläre Kontakte in Form von gap junctions nachzuweisen; BURGHARDT et 
al. (1995) und DAY et al. (1998) zeigen anhand von Immunfluoreszenz das Vorhanden-
sein von Connexin43 an diesen Zellverknüpfungen. Elektronenmikroskopisch können 
raues und glattes endoplasmatisches Retikulum, Golgi-Apparat, Mitochondrien, Lipide 
und andere Sekretionsgranula im Zytoplasma identifiziert werden (GLASSER et al. 1988, 
NEGAMI u. TOMINAGA 1989). Bei humanen endometrialen Epithelzellen sind unter Pro-
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gesteroneinfluss in der Kultur auch Glykogengranula nachweisbar (CLASSEN-LINKE et 
al. 1997). Endometriale Epithelzellen der Frau zeigen, im Gegensatz zu Stromazellen, 
weder bei Zusatz von Progesteron noch von Östradiol morphologische Veränderungen 
in vitro (LISZCZAK et al. 1977). 
Mittels Zeitrafferaufnahmen ist festzustellen, dass Stromazellen ortsständig sind, wohin-
gegen die aus den Drüsenverbänden auswachsenden epithelialen Zellen eine aktive, 
wirbelartige Bewegung im Rahmen der Proliferation zeigen (KIRK et al. 1978). 
Als immunhistologisches Unterscheidungsmerkmal zwischen Epithel- und Stromazellen 
kann auch in vitro die Zytokeratin-Expression der epithelialen Zellen herangezogen wer-
den (BENTIN-LEY et al. 1994). Vimentin ist in dieser Hinsicht nicht eindeutig, da zumin-
dest kultivierte humane (CLASSEN-LINKE et al. 1997), kanine (GALABOVA-KOVACS et 
al. 2004), bovine (MUNSON et al. 1988) und porzine (ZHANG et al. 1991) Epithelzellen 
des Endometriums ebenfalls eine schwache Reaktivität für dieses Intermediärfilament 
aufweisen. Diese Koexpression ist beim Menschen in bestimmen Zyklusstadien auch in 
vivo als Normalbefund anzusehen (MATTHEWS et al. 1992, NISOLLE et al. 1995). Des 
Weiteren wird das Vorhandensein von ALP- und γ-Glutamyltranspeptidase(GGT)–
Aktivitäten in epithelialen Zellen zur Abgrenzung von Stromazellen genutzt (WALTON et 
al. 1986). Uteroglobin wird durch epitheliale Zellen in der Kultur produziert (RICKETTS 
et al. 1983). Immunhistologisch können Progesteron- und Östradiolrezeptoren an kulti-
vierten endometrialen Epithelzellen von Frauen (CLASSEN-LINKE et al. 1997) und Hün-
dinnen (GALABOVA-KOVACS et al. 2004) nachgewiesen werden. 
Epitheliale endometriale Zellen haben in der Kultur auf Plastikoberflächen nur kurze 
Überlebenszeiten von einigen Tagen (TOMOOKA et al. 1986) bis Wochen (MATTHEWS 
et al. 1992) mit Entwicklung vieler polyploider Zellen (KIRK u. CLINGAN 1980). Eine 
deutliche Verlängerung der Lebensfähigkeit kann durch eine höhere Aussaatdichte 
(KIRK et al. 1978) oder die Verwendung von Oberflächenbeschichtungen (RINEHART, 
JR. et al. 1988) erreicht werden. Außerdem zeigen sie in der Zellkultur eine sehr 
schlechte bis fehlende Passagierbarkeit (MATTHEWS et al. 1992, VIGANO et al. 1993). 
ZHANG et al. (1995) berichten von erfolgreichen Subkultivierungen bei einer 1:2 Aufteil-
ung und verlängern die Lebenszeit epithelialer Endometriumzellen auf bis zu 6 Monate 
ohne Passagierung bzw. 2 bis 3 Monate mit 5 bis 6 Subkultivierungen durch Verwen-
dung gelatinebeschichteter Wachstumsoberflächen und Zusatz von endothelial cell 
growth supplement, einem Rohproteinextrakt aus Rindergehirnen. Die Kokultur der Epi-
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thelzellen mit endometrialen Stromazellen fördert ihre Proliferation (PIERRO et al. 
2001). Beim Wachstum zeichnen sich die epithelialen Zellen durch eine Kontaktinhibiti-
on aus, d.h. es ist kein Übereinanderwachsen zu beobachten (RICKETTS et al. 1983). 
Die Angaben zu den Populationsverdopplungszeiten variieren in der Literatur zwischen 
24 (CASIMIRI et al. 1980) und 70 Stunden (FINDLAY et al. 1990). 
2.3.7.2 Stromazellen 
Kultivierte stromale Endometriumzellen zeigen im Phasenkonstrastmikroskop, unabhän-
gig von der Herkunftspezies, eine flache, längliche, spindel- bis nadelförmige 
(RICKETTS et al. 1983, CHAMINADAS et al. 1986, BONGSO et al. 1988, FORTIER et al. 
1988, STEWART u. MUKHTAR 1988, CHERNY u. FINDLAY 1990, ZHANG et al. 1991, 
WATSON et al. 1992) oder sternförmige (HOLINKA u. GURPIDE 1987, NEGAMI u. TO-
MINAGA 1990) Gestalt (Abb. 2.4). 
 
Abb. 2.4: Schematische Darstellung unterschiedlicher Stromazellmorphologien 
(nach NEGAMI u. TOMINAGA 1990) 
Bei humanen endometrialen Stromazellen in der Zellkultur wird daneben auch noch eine 
polygonale, epitheloide Zellform beschrieben (DORMAN et al. 1982, HOLINKA 1988). 
Diese unterschiedlichen morphologischen Erscheinungsformen der Stromazellen treten 
in Abhängigkeit von der Oberflächenbeschichtung (NEGAMI u. TOMINAGA 1990, AR-
NOLD et al. 2001) oder der Medienzusammensetzung (WALTON et al. 1986, HOLINKA 
u. GURPIDE 1987) auf. So kann eine Umwandlung von der epitheloiden Zellform zur 
fibroblastentypischen spindelförmigen Morphologie durch Zusatz von Progesteron allein 
oder mit Östradiol zu den kultivierten humanen Stromazellen hervorgerufen werden 
(HOLINKA 1988). XIAO u. GOFF (1998) beobachten unter Einwirkung von Progesteron 
bei stromalen Zellen vom Rind eine Anhäufung mit Koloniebildung statt einer gleich-
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mäßigen Verteilung. Unter alleinigem Östradioleinfluss sind derartige Effekte nicht zu 
sehen. 
Elektronenmikroskopisch lassen sich kultivierte stromale Endometriumzellen von Epi-
thelzellen eindeutig durch Zellverbindungen ohne Desmosomen und das Fehlen von 
Mikrovilli unterscheiden (KIRK et al. 1978). Neben rER, Filamentbündeln und Ribosomen 
sind manchmal Glykogenpartikel intrazytoplasmatisch nachweisbar (TRENT et al. 1980). 
Vimentin dient auch bei kultivierten Stromazellen als immunhistologischer Identifikati-
onsmarker (MATTHEWS et al. 1992), ist jedoch, wie oben (siehe Kap. 2.3.7.1, S. 22) 
beschrieben, in der Zellkultur nicht immer als eindeutiges Unterscheidungsmerkmal von 
epithelialen Zellen zu werten. Bei dezidualisierenden Stromazellen ist auch eine 
Koexpression von Vimentin mit Desmin und Laminin in vitro zu beobachten (WEGNER u. 
CARSON 1992). Zumindest humane, bovine und ovine endometriale Stromazellen in der 
Zellkultur sind des Weiteren durch das Vorhandensein von Fibronektin charakterisiert 
(NOUMOFF et al. 1987, CHERNY u. FINDLAY 1990, XIAO u. GOFF 1998). Auch in kulti-
vierten Stromazellen lassen sich Östradiol- und Progesteronrezeptoren nachweisen 
(FLEMING et al. 1980, GALABOVA-KOVACS et al. 2004). 
Enzymhistochemisch können stromale Zellen durch den Nachweis von Leucinaminopep-
tidase und das Fehlen von ALP und GGT von Endometriumepithelzellen unterschieden 
werden (WALTON et al. 1986). 
Im Gegensatz zu den epithelialen Zellen können die Stromazellen ein Übereinander-
wachsen zeigen (RICKETTS et al. 1983) und lassen sich mittels Trypsin gut passagie-
ren; bis zu 50 oder mehr Subkultivierungen sind bis zur Seneszenz beschrieben 
(HOLINKA 1988), wobei die Zellen überwiegend ihre Diploidie beibehalten (KIRK et al. 
1978). Die Populationsverdopplungszeiten variieren stark (zwischen einem und 12 Ta-
gen), - einerseits von Autor zu Autor (CASIMIRI et al. 1980, DORMAN et al. 1982, 





2.3.8 Differenzierung und Entdifferenzierung 
Differenzierung bezeichnet einen Prozess, der zur Ausprägung phänotypisch und funk-
tionell voll entwickelter Zellen führt (FRESHNEY 1990). Die 4 Hauptkomponenten der 
Differenzierungskontrolle sind laut FRESHNEY (1990) 
- lösliche Induktoren, 
- zelluläre Wechselwirkungen, 
- Zell-Matrix-Wechselwirkungen, 
- Polarität und Zellform 
und werden in Abb. 2.5 dargestellt. 
 
Abb. 2.5: Einflussfaktoren auf die Differenzierung von Zellen in vitro (nach FRESHNEY 1990) 
Unter Entdifferenzierung (Dedifferenzierung) im weiteren Sinne versteht man Verände-
rungen von kultivierten Zellen gegenüber den Ursprungszellen in Merkmalen wie Phäno-
typ, Wachstum und Funktion. Dabei ist es wichtig, zwischen Entdifferenzierung im eng-
eren Sinne, Deadaptation und Selektion zu unterscheiden: 
Entdifferenzierung i.e.S. bedeutet in vitro, dass ursprünglich differenzierte Zellen in der 
Kultur ihre spezifischen Funktionen unwiederbringlich verlieren. Unter Deadaptation 
wird dagegen der reversible Verlust spezifischer Zellfunktionen verstanden, hervorgeru-
fen durch das Fehlen geeigneter Induktoren (z.B. Hormone, Zell-Zell- oder Zell-Matrix-
Wechselwirkungen) (FRESHNEY 1990). Beispiele für Selektion beim Wachstum wurden 
bereits in Hinblick auf die Separation der verschiedenen endometrialen Zellen beschrie-
ben (siehe Kap. 2.3.4, S. 17). 
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Bezogen auf die Kultivierung endometrialer Zellen bedeutet das, dass besonders die 
Epithelien in Abwesenheit von ECM und/oder Stromazellen i.w.S. entdifferenzieren, z.B. 
nicht die typische Zellform und Zell-zu-Zellverbindungen ausprägen (FINDLAY et al. 
1990). Als Differenzierungsmarker können im Endometrium z.B. die Intermediärfila-
mente (Zytokeratine) der Epithelien (MOLL et al. 1982) oder Glycodelin für Drüsenzellen 
(SEPPÄLÄ et al. 2002) genutzt werden. Das Vorhandensein von Östradiol- und Pro-
gesteronrezeptoren zeigt eine fortgeschrittene Differenzierung humaner Endometri-
umstromazellen an und ist bei kultivierten Zellen mindestens bis zur 10. Passage vorzu-
finden (KLEMMT et al. 2006). 
Da sich bei nicht neoplastisch veränderten Zellen Expression von Differenzierungs-
merkmalen und Proliferation gegenseitig ausschließen, werden für die Schaffung diffe-
renzierter Kulturen hohe Zelldichten empfohlen (FRESHNEY 1990). Dass die Dichte der 
ausgesäten Zellen eine Rolle spielt, zeigen auch MASUR et al. (1996), die eine Differen-
zierung von kornealen Fibroblasten zu Myofibroblasten bei Aussaat mit geringen Zell-
dichten beschreiben. 
2.3.9 Untersuchungen im endometrialen Zellkulturmodell 
An kultivierten endometrialen Zellen können die Auswirkungen verschiedener Einflüsse 
isoliert untersucht und so Erkenntnisse über physiologische und pathologische Vorgänge 
im Uterus gewonnen werden. 
2.3.9.1 Hormone 
Agonismus und Antagonismus der Steroidhormone Östradiol und Progesteron sowie 
anderer Hormone in Bezug auf endometriale Stroma- und Epithelzellen in vitro werden 
von unterschiedlichen Autoren bei verschiedenen Spezies beschrieben. Einige der zahl-
reichen veröffentlichten Untersuchungsergebnisse werden nachfolgend aufgeführt. 
Im Gegensatz zu den Beobachtungen anderer Autoren (OSTEEN et al. 1989), wird von 
einigen eine Abhängigkeit der Aussaateffizienz und Proliferationsrate von uterinen Zel-
len in der Primärkultur vom Zyklusstadium der Spenderin zum Zeitpunkt der Isolierung 
beschrieben: So wachsen während der frühen und mittleren Proliferationsphase ent-
nommene stromale (FLEMING u. GURPIDE 1982) und epitheliale (LIU u. TSENG 1979) 
Endometriumzellen des Menschen deutlich häufiger an und proliferieren schneller als zu 
anderen Zeiten gewonnene Zellen. Manchmal wird eine komplett fehlende Adhärenz 
humaner glandulärer Epithelien aus der späten Lutealphase beobachtet (MATTHEWS et 
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al. 1992). Dass hormonelle Einflüsse dabei die maßgebliche Rolle spielen könnten, zeigt 
die Hemmung des stromalen Zellwachstums in der Kultur durch Zusatz von Östradiol, 
dessen Effekt durch Progesteron aufgehoben oder sogar umgekehrt werden kann 
(CASIMIRI et al. 1980, FLEMING u. GURPIDE 1982). Eine Veränderung der Proliferati-
onsrate durch Steroidhormone ist bei epithelialen Endometriumzellen in der Kultur in 
Abhängigkeit von der Aussaatdichte zu beobachten, wobei die Richtung der Auswirkun-
gen bei verschiedenen Spezies widersprüchlich ist (KIRK et al. 1978, GERSCHENSON et 
al. 1981). 
ORLICKY et al. (1987) beschreiben die proliferationsstimulierende (PGF2α) bzw. 
-hemmende (PGE) Wirkung von Prostaglandinen (PG) auf Kaninchenendometriumkultu-
ren. Die Produktion von PG in Endometriumzellen wird in vitro u.a. durch Progesteron 
gesteuert (KELLY et al. 1986) und findet überwiegend in den epithelialen Zellen statt 
(SCHATZ et al. 1987). Unter Nutzung eines equinen Endometriumzellkulturmodells be-
schreiben WATSON et al. (1992) die Stimulation der PGF-Sekretion durch Oxytocin. 
Prolaktin fördert in niedriger Konzentration Zellanheftung, -wachstum und 
-differenzierung, hat hochkonzentriert jedoch die gegenteilige Wirkung (NEGAMI u. 
TOMINAGA 1991). Ebenso übt Insulin einen positiven Effekt auf die Proliferation epithe-
lialer Zellen aus (PIERRO et al. 2001). 
Auch Veränderungen im DNA- und Proteingehalt sind bei kultivierten endometrialen 
Zellen unter Steroidhormoneinfluss zu beobachten (XIAO u. GOFF 1998). Die Natur und 
Funktion der produzierten Proteine ist noch nicht in jedem Fall geklärt (FINDLAY et al. 
1990). Die Lamininbildung wird durch Östradiol, Progesteron und Relaxin stimuliert 
(TABANELLI et al. 1992). Des Weiteren wird die Aromataseproduktion durch Progeste-
ron gefördert, dessen Wirkung durch Östradiol und Relaxin verstärkt werden kann 
(TSENG 1984). 
2.3.9.2 Wachstumsfaktoren 
Die Erforschung der auto- und parakrinen Regulation der Zellen im Endometrium durch 
Wachstumsfaktoren ist ein etabliertes Anwendungsfeld der Zellkultur. 
So kann ein mitogener Effekt von platelet-derived growth factor (PDGF), epidermal 
growth factor (EGF) und basic FGF (bFGF) auf kultivierte endometriale Stromazellen 
unter Progesteroneinfluss nachgewiesen werden (IRWIN et al. 1991, CHEGINI et al. 
1992). Dabei ist, im Gegensatz zu bFGF, durch EGF auch eine Differenzierungsstimula-
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tion zu beobachten (IRWIN et al. 1991). Insulin sowie insulin-like growth factor (IGF) I 
und II zeigen in der Kultur keine proliferationsfördernde Wirkung auf Stromazellen 
(IRWIN et al. 1991). Durch Interferon-γ kann eine Proliferationshemmung epithelialer 
Endometriumzellen in vitro erreicht werden (TABIBZADEH et al. 1988). TGF-β erhöht 
die Apoptoseempfänglichkeit endometrialer Epithelzellen (TANAKA et al. 1998). 
2.3.9.3 Menstruation 
Bei Primaten unterliegt das Endometrium im Rahmen der Menstruation einem ständigen 
Ab- und Aufbau. Für die Aufdeckung der daran beteiligten Faktoren werden Zellkultur-
modelle des Endometriums genutzt (BHARTIYA et al. 1996, TANAKA et al. 1998). 
2.3.9.4 Spermien und Implantation 
Auch Aspekte der Interaktionen des Endometriums mit Spermien und Embryonen wer-
den an Zellkulturen untersucht. 
Die Kokultur von Spermien mit endometrialen Epithel- und Stromazellen verlängert die 
Überlebenszeit der Spermien im Vergleich zu ihrer isolierten Kultivierung. Darüber hin-
aus erhöht sich die Spermienaktivität unter dem Einfluss der Epithelzellen (GUERIN et 
al. 1997). 
Auch auf die Entwicklung von Embryonen in frühen Stadien (Morula, Blastozyste) hat 
die embryo-endometriale Kokultivierung einen positiven Effekt (KUZAN u. WRIGHT 
1982, ALLEN u. WRIGHT 1984, VOELKEL et al. 1985). Für Implantationsstudien gibt es 
zahlreiche In-vitro-Modelle bei Mensch und Tier (BENTIN-LEY u. LOPATA 2000). So un-
tersuchen WIEMER et al. (1988) die Kultivierbarkeit equiner Embryos auf fötalen uteri-
nen Fibroblasten von Pferd und Rind. 
2.3.9.5 Endometriose 
Endometriose bezeichnet das heterotrope Auftreten endometrialen Gewebes, das dem 
ortsständigen Endometrium morphologisch und funktionell ähnlich ist (LEIDENBERGER 
1992). Zum Verständnis der Pathogenese und Ätiologie dieser Erkrankung beim Men-
schen werden Zellkulturmodelle eingesetzt (HAINING et al. 1991, MATTHEWS et al. 
1992). 
2.3.9.6 Neoplasien 
Die Charakterisierung von Tumorzellen des Endometriums epithelialen und mesenchy-
malen Ursprungs mittels In-vitro-Untersuchungen zeigt mögliche Therapieansätze auf 
(WALTON et al. 1986, CARTER u. PARHAM 1997, NAGAMANI u. STUART 1998). 
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2.3.10 Immortalisierung 
Konventionelle Kulturen von Endometriumzellen unterliegen einer gewissen Entdifferen-
zierung in Abhängigkeit von der Kultivierungszeit (u.a. Verlust der Ansprechbarkeit auf 
Hormone und Wachstumsfaktoren) und haben an sich eine relativ kurze Lebenszeit bis 
zur Seneszenz (JOHNSON et al. 1999). Eine Immortalisierung von endometrialen Zellen 
zur Etablierung von permanenten Zelllinien unter Erhalt der meisten Differenzierungs-
charakteristika wird durch Transfektion mit retroviralen Vektoren wie SV-40 (MERVIEL 
et al. 1995, GUERIN et al. 1997, AKOUM et al. 1999) oder HPV-16 (JOHNSON et al. 
1999) beschrieben. Daneben existieren auch verschiedene, aus neoplastischen Endo-
metriumzellen hervorgegangene Zelllinien (ISHIWATA et al. 1984, NOUMOFF et al. 
1987, NASU et al. 1998, MO et al. 2006). 
2.3.11 Hypoxie 
Obwohl die normale Oxygenierung in vivo schwer zu evaluieren ist, wird die Kultivie-
rung von Zellen routinemäßig unter normoxischen Bedingungen, d.h. bei einem atmo-
sphärischen Sauerstoffgehalt von ca. 21 %, durchgeführt. Die Verwendung von Hypo-
xiearbeitsstationen erlaubt eine Kontrolle der O2-Spannung bis hin zur Anoxie, wobei 
der für die pH-Wert-Regulation wichtige CO2-Gehalt von 5 % beibehalten und die Diffe-
renz durch Stickstoff aufgefüllt wird (ESTEBAN u. MAXWELL 2005). 
Hypoxie, die verminderte Sauerstoffzufuhr ins Gewebe, wird in vielen Organen als 
Fibrosestimulus diskutiert. Bei hypoxischen Zuständen kommt es zu einer veränderten 
Expression zahlreicher Gene (PUGH 1997). Gemeinsam ist diesen Genen eine Bindungs-
stelle für den hypoxia inducible factor (HIF) (BUNN u. POYTON 1996), dem, neben an-
deren, durch niedrige Sauerstoffspannung induzierten Transkriptionsfaktoren eine wich-
tige Funktion in der Expressionsregulation fibroserelevanter Gene zukommt (SEMENZA 
1998). So tritt eine Erhöhung der Kollagensynthese verschiedener mesenchymaler Zel-
len infolge einer verminderten Sauerstoffzufuhr auf (FALANGA et al. 1993, DURMOWICZ 
et al. 1994, ORPHANIDES et al. 1997). Darüber hinaus verändern sich auch die Ge-
websaktivitäten von MMPs (erniedrigt) und TIMPs (erhöht) in hypoxischen Geweben 
(ORPHANIDES et al. 1997, ZHANG u. SALAMONSEN 2002). Eine Myofibroblastendiffe-
renzierung, gekennzeichnet durch eine α-Aktin-Expression, wird bei Hypoxie an den 
Fibroblasten der menschlichen Lunge (SHORT et al. 2004) und Niere (NORMAN et al. 
2000) beobachtet. 
LITERATURÜBERSICHT 31 
Die HIF-Konzentration wird durch bestimmte Hydroxylasen (FIH: factor-inhibiting HIF 
und PHD: prolyl hydroxylase domain-containing protein) reguliert, denen in Zukunft 
möglicherweise eine therapeutische Bedeutung in der Behandlung ischämischer Erkran-
kungen zukommen könnte (ESTEBAN u. MAXWELL 2005). 
Zu den Auswirkungen einer Hypoxie auf endometriale Zellen gibt es nur wenige Unter-
suchungen: In humanen endometrialen Stromazellen stimuliert Hypoxie die vascular 
endothelial growth factor-Expression (POPOVICI et al. 1999, SHARKEY et al. 2000). 
Eine teils starke Erhöhung des Interleukins-6 wird durch hypoxische Zustände in endo-
metrialen Zellkulturen hervorgerufen (VON WOLFF et al. 2002). Die Produktion einiger 
MMPs in endometrialen Stromazellen wird durch Hypoxie gehemmt (ZHANG u. 
SALAMONSEN 2002). 
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3 MATERIAL UND METHODEN 
3.1 Ziel der Arbeit 
Bei der vorliegenden Arbeit standen die Etablierung eines optimierten Isolierungs- und 
Separationsverfahrens equiner endometrialer Zellen aus Biopsiematerial, die morpholo-
gische und immunhistologische Charakterisierung der kultivierten Epithel- und Stroma-
zellen sowie die Untersuchung der stromalen Zellen unter hypoxischen Bedingungen im 
Vordergrund. 
3.2 Stuten 
Als Spenderinnen für die Endometriumproben dienten Stuten verschiedenen Alters ohne 
klinische Anzeichen einer Genitalerkrankung, deren genauere Charakterisierung in Tab. 
4.1 (S. 45) erfolgt. 
3.3 Materialentnahme 
3.3.1 Material für die Zellkultur 
Die mittels Biopsiezange transzervikal gewonnenen Endometriumbioptate∗ von ca. 
1x0,5x0,5 cm Größe und ca. 100 mg Gewicht wurden direkt nach Entnahme in gekühlte 
incomplete Hank’s buffered salt solution (IHBSS) (siehe Kap. 9.1.1, S. A-1) mit Zusatz 
von 2 % Antibiotika/Antimykotika(ABAM)-Lösung (siehe Kap. 9.1.2, S. A-1) gegeben 
und unmittelbar zur Weiterverarbeitung ins Labor transportiert. 
Ganze Uteri wurden beim Schlachtvorgang ca. 30 min nach der Tötung distal der Zervix 
abgesetzt und gekühlt ins Labor überführt und dort von außen mit 70%igem Ethanol 
abgesprüht. In einem Fall konnte der Uterus einer vor 2 Stunden euthanasierten Stute 
entnommen werden. 
3.3.2 Material für die Histologie 
Sofern möglich, wurde ein zweites Bioptat für histologische Untersuchungen zur Cha-
rakterisierung des endometrialen Status gewonnen und zu diesem Zweck in 4%igem 
neutral gepuffertem Formalin fixiert. Standen ganze Organe zur Verfügung, wurde aus 
dem Bereich des Corpus uteri eine Endometriumprobe mittels Skalpell entnommen und 
                                        
∗ Mein herzlichster Dank für die Materialentnahme gilt den Tierärztinnen und Tierärzten der Ambulatori-
schen und Geburtshilflichen Tierklinik der Universität Leipzig. 
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wie die Biopate fixiert. Anschließend erfolgte eine konventionelle histologische Aufberei-
tung (siehe Kap. 3.10.1, S. 43). 
3.4 Isolierung 
Alle nachfolgend beschriebenen Schritte fanden unter sterilen Bedingungen mit Nutzung 
einer Sicherheitswerkbank (ANTARES 48, Klasse II; Fa. Anthos Mikrosysteme, Köln) so-
wie steriler Arbeitsmaterialien und Reagenzien statt. 
Abb. 3.1 (S. 34) zeigt eine schematische Übersicht über die durchgeführten Isolations- 
und Separierungsschritte. 
3.4.1 Spülung 
Zur Entfernung von freien Erythrozyten und Schleim erfolgte eine Spülung der Bioptate 
durch Schwenken in IHBSS. Ganze Uteri wurden mittels Pinzette und Schere oder Skal-
pell in Längsrichtung eröffnet und die innere Oberfläche ebenfalls mit IHBSS abgespült. 
3.4.2 Mechanische Zerkleinerung 
3.4.2.1 Ganze Uteri 
Das Endometrium wurde mit einer gebogenen Schere in ca. 1x0,3x0,3 cm großen Ge-
webestücken vom Myometrium abgesetzt und diese nochmals in IHBSS geschwenkt. 
Die weitere Verarbeitung erfolgte wie bei den Bioptaten nachfolgend beschrieben. 
3.4.2.2 Bioptate 
Unter Zusatz einiger Tropfen IHBSS wurden die Gewebestücke unter Verwendung von 
Pinzette und Skalpell in Würfel von weniger als 2 mm Kantenlänge zerteilt und durch 
Schwenken in IHBSS von Erythrozyten befreit. 
3.4.3 Enzymatische Verdauung 
Die zerkleinerten Endometriumstücke wurden einzeln mittels Pinzette oder einer Pas-
teurpipette mit Saugglocke in das Gewebematerial vollständig bedeckende Kollagenase-
Lösung (siehe Kap. 9.1.4, S. A-1) umgesetzt. Im Verlauf der 3-4 stündigen Inkubations-
zeit bei 37 °C im Wasserbad (W 12; Fa. Medingen, Dresden) erfolgte immer wieder ein 
Aufschütteln der Gewebestücke. Zusätzlich konnte durch eine Aspiration mit einer groß-
lumigen Kanüle auf einer Spritze oder einer Pipette eine weitere mechanische Zerkleine-
rung vorgenommen werden. Nach Abschluss der enzymatischen Dissoziation erfolgte 
zur Abtrennung möglicherweise verbliebener gröberer Gewebestücke eine Filtration der 
erhaltenen Zellsuspension durch einlagige Mullgaze. 
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Abb. 3.1: Schematische Übersicht der Isolations- und Separierungsschritte 
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3.5 Separation 
3.5.1 Zentrifugation 
Alle Zentrifugationsschritte wurden, sofern nicht anders angegeben, unter Verwendung 
der Megafuge 3.0 R (Fa. Heraeus SEPATECH, Osterode) 20 min lang bei 1400 Umdre-
hungen pro min (rpm) (entsprechen 400x g) ohne Bremse beim Auslaufen vorgenom-
men. 
3.5.2 Vorläufige Separationsverfahren 
Für die Auftrennung der endometrialen Zelltypen fanden verschiedene im Kapitel 2.3.4 
(S. 17) besprochene Protokolle der Separierung als Arbeitsgrundlage Anwendung. Die 
Beschreibung des endgültig angewandten Verfahrens erfolgt in Kapitel 3.5.3 (S. 38). 
3.5.2.1 Sedimentation 
Dem Protokoll von WATSON et al. (1992) zur Separation equiner Endometriumzellen 
folgend, wurde die mittels enzymatischer Verdauung gewonnene Zellsuspension bei 
Raumtemperatur (RT) 10 min stehen gelassen. Dabei fand eine Sedimentation der Epi-
thelzellen statt. Die Stromazellen konnten dabei mit dem Überstand abgenommen, mit-
tels Zentrifugation pelletiert und in IHBSS resuspendiert werden. Zur Aufreinigung wur-
den 10 Sedimentationsschritte von je 10 min bei jedem Zelltyp vorgenommen, bei de-
nen der Überstand verworfen (Gewinnung von Epithelzellen) bzw. abgenommen, zentri-
fugiert und resuspendiert (Gewinnung von Stromazellen) wurde. Zum Abschluss erfolg-
te bei beiden Zellfraktion eine Zentrifugation bei 700 rpm (100x g) für 10 min zur Pelle-
tierung und Resuspension in definierter Mediummenge. 
3.5.2.2 Filtration 
Die sich an die enzymatische Verdauung anschließende Filtration durch ein straff ge-
spanntes Polyamid-Siebgewebe mit 30 µm Maschenweite (Fa. VWR International, 
Darmstadt) trennte Einzelzellen von in Verbänden vorliegenden Zellen. Auf 37 °C ange-
wärmtes RPMI 1640 diente zum Nachspülen bzw. zum Abspülen der zurückgebliebenen 
Zellverbände von der Sieboberfläche. Die im Filtrat gesammelten Zellen wurden als 
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3.5.2.3 Dichtegradientenzentrifugation 
3.5.2.3.1 Diskontinuierliche Dichtegradientenzentrifugation zur Zelldichte- 
                  bestimmung 
Zur näherungsweisen Bestimmung der Dichte der mittels enzymatischer Verdauung iso-
lierten Epithel- und Stromazellen erfolgte eine Zentrifugation der Zellsuspension auf 
übereinandergeschichteten Percoll®(Fa. Amersham Biosciences, Freiburg)-Gradienten. 
Zu diesem Zweck wurde eine Percoll®-Grundlösung mit 10 % 10fach konzentrierter 
IHBSS (Fa. PAA Laboratories, Cölbe) angefertigt (AMERSHAM BIOSCIENCES 2001). Die 
10 daraus durch Verdünnung mit destilliertem Wasser in 10er-%-Schritten abgestuften 
Dichtegradienten, wurden vorsichtig in 2 Zentrifugenröhrchen übereinandergeschichtet 
(Abb. 3.2). 
 
Abb. 3.2: Schichtung der Percoll®-Gradienten für die diskontinuierliche Dichtegradientenzentrifugation zur 
näherungsweisen Zelldichtebestimmung 
Parallel zur Zentrifugation der aus der enzymatischen Verdauung gewonnenen Zellsus-
pension auf diesen Gradienten erfolgte die Zentrifugation einer Lösung mit verschiede-
nen density marker beads (Fa. Amersham Biosciences, Freiburg) (siehe Kap. 9.1.13, S. 
A-2). 
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3.5.2.3.2 Kontinuierliche Dichtegradientenzentrifugation∗ zur Zelldichte- 
                  bestimmung 
Die Ergebnisse der diskontinuierlichen DGZ zur Zelldichtebestimmung (siehe Kap. 
3.5.2.3.1, S. 36 bzw. 4.3.1.3.1, S. 51) dienten als Grundlage für die Wahl der Percoll®-
Dichte zur genaueren Zelldichtebestimmung mittels kontinuierlicher DGZ. So wurde eine 
Percoll®-Lösung von 1,04 g/ml Dichte durch Zusatz von 10fach konzentrierter IHBSS 
und destilliertem Wasser hergestellt. Durch Zentrifugation der Lösung bei 15000 rpm 
(entsprechend 40.000x g) für 30 min ohne Bremse beim Auslaufen in einer Ultrazentri-
fuge (XL-70 mit Ausschwingrotor SW 28; Fa. BECKMAN, Krefeld) bildete sich daraus ein 
kontinuierlicher Dichtegradient. Darauf wurde die aus der enzymatischen Dissoziation 
gewonnene Zellsuspension gegeben und in einer Tischzentrifuge (Centrifuge 5403; Fa. 
Eppendorf, Hamburg) mit 2200 rpm (entsprechen 500x g) für 15 min ohne Bremse 
beim Auslaufen zentrifugiert. Zur Anzeige der Dichten erfolgte parallel dazu eine Zentri-
fugation der Dichtegradienten-Lösung in derselben Zentrifuge mit Zusatz von density 
marker beads. 
3.5.2.3.3 Diskontinuierliche Dichtegradientenzentrifugation zur Separation 
Aufgrund der Ergebnisse der kontinuierlichen DGZ (siehe Kap. 3.5.2.3.2, S. 37 bzw. 
4.3.1.3.2, S. 51) dienten zur Separation von endometrialen Epithel- und Stromazellen 
Percoll®-Gradienten von 1,03 und 1,07 g/ml. Mittels Pipette erfolgte eine vorsichtige 
und langsame Überschichtung von 4 ml der schweren Lösung mit 4 ml der leichteren 
unter Vermeidung von Verwirbelungen durch Ankippen des Zentrifugenröhrchens. Dar-
auf wurde behutsam die aus der enzymatischen Verdauung gewonnene Zellsuspension 
gegeben und zentrifugiert. Die sich an den Gradientengrenzen angesammelten Zellen 
wurden getrennt vorsichtig mittels Pasteurpipette mit Saugglockenaufsatz abgenommen 
und in RPMI 1640 gegeben. Zur Reinigung von der Kollagenase und dem Percoll® dien-
te eine Zentrifugation der so erhaltenen Zellsuspensionen; die Überstände wurden ver-
worfen und die Pelletts ins Nährmedium resuspendiert und ausgesät. 
 
                                        
∗ Vielen Dank an das Institut für Pharmakologie, Pharmazie und Toxikologie der Veterinärmedizinischen 
Fakultät der Universität Leipzig für die Erlaubnis der Gerätenutzung. 
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3.5.3 Endgültiges Separationsverfahren 
Als endgültiges Separationsverfahren kam eine Kombination der oben beschriebenen 
und in Abb. 3.1 (S. 34) mittels durchgehender Pfeile gekennzeichneten Methoden zum 
Einsatz: 
- mechanische Zerkleinerung 
- enzymatische Verdauung 
- Filtration 
- diskontinuierliche Dichtegradientenzentrifugation 
- Filtration der Stromazellfraktion 
- Differenzialadhärenz 
Dabei erfolgte eine diskontinuierliche DGZ über die Percoll®-Gradienten von 1,03 und 
1,07 g/ml nur für den die Epithelzellverbände enthaltenden Rückstand auf dem Siebge-
webe bei der Filtration. Die bei dieser DGZ gewonnen Stromazellen (B) wurden ein wei-
teres Mal über ein 30-µm-Siebgewebe filtriert. Zur Entfernung von Erythrozyten aus der 
ersten Filtration erhaltenen Stromazellsuspension(A) diente eine Zentrifugation über 
einer Percoll®-Lösung von 1,05 g/ml. 
3.5.3.1 Differenzialadhärenz 
3.5.3.1.1 Adhärenzzeiten 
Eine Ermittlung der Anheftungszeiten der beiden Zellarten erfolgte durch Überführung 
der Überstände frisch isolierter und für 30, 60 und 120 min ausgesäter Stromazellen 
und Epithelzellen in neue Wachstumsgefäße, indem die Menge der im Überstand vor-
handenen adhärenten Zellen nach einem Tag grob beurteilt wurde. 
3.5.3.1.2 Differenzialadhärenz zur Separation 
Die Ergebnisse zur Anheftungszeit (siehe Kap. 4.3.2.2.1, S. 53) bildeten die Grundlage 
für die bei der Epithelzellsuspension sowie der Stromazellfraktion durchgeführten Diffe-
renzialadhärenz. 
Zur Abtrennung eventuell noch vorhandener Stromazellen wurde die aus der diskonti-
nuierlichen DGZ gewonnene epithelzellhaltige Lösung in Zellkulturflaschen gegeben, in 
den Brutschrank (siehe Kap. 3.7.1, S. 39) verbracht, der Überstand nach 30 min vor-
sichtig entnommen und in eine weitere Zellkulturflasche überführt. Nach wiederum 30 
min fand eine Zentrifugation des die Epithelien enthaltenden Überstandes und die Re-
suspension des Pellets in Nährmedium (siehe Kap. 3.7.2, S. 40) statt. 
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Bei den nach der Isolierung ausgesäten Stromazellen wurde zur Entfernung epithelialer 
Zellen mit dem Überstand nach 2 Stunden ein Mediumwechsel durchgeführt. 
3.6 Zellzählung 
Die Ermittlung der Anzahl suspendierter Zellen erfolgte manuell mit Hilfe einer Neubau-
er-Zählkammer (Fa. FEIN-OPTIK, Bad Blankenburg). 
3.6.1 Bestimmung der Lebensfähigkeit der Zellen 
Zur Bestimmung der Lebensfähigkeit der Zellen diente eine Zellzählung unter Zusatz 
von gleicher Menge Trypanblau (Fa. Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen) (siehe Kap. 
9.1.9, S. A-2) zur Zellsuspension, bei welcher der Anteil nicht angefärbter im Vergleich 
zu blau eingefärbten Zellen ermittelt wurde. 
3.6.2 Reinheit 
Für die Evaluierung der Reinheit der Zellfraktionen nach der Isolierung und Separation 
erfolgte eine Differenzierung der Zellen mittels Immunhistologie an Ausstrichen (siehe 
Kap. 3.11.2, S. 46). Anhand dieser Ausstriche, direkt vor der Aussaat angefertigt, wur-
den 100 Zellen ausgezählt und die Anteile Zytokeratin- oder Vimentin-positiver Zellen 
bestimmt. 
3.6.3 Populationsverdopplungzeit 
Zur Berechnung der Populationsverdopplungszeit (PVZ), die in der exponentiellen 








wobei 1t = Zeitpunkt 1 nach der Aussaat, 2t = Zeitpunkt 2 nach der Aussaat, 1N = Zell-




Die Kultivierung der Zellen fand, sofern nicht anders angegeben, in einem Brutschrank 
(Begasungsbrutschrank BB16; Fa. Heraeus INSTRUMENTS, Hanau) mit Raumluft und 5 
% CO2 bei 37 °C und wasserdampfgesättiger Atmosphäre statt. 
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3.7.2 Nährmedium 
Als Nährmedium (siehe Kap. 9.1.7, S. A-2) kam RPMI 1640 mit Phenolrot (Fa. PAA La-
boratories, Cölbe) (siehe Kap. 9.1.5, S. A-1) mit Zusatz von 10 % fötalem Kälberserum 
(FCS; Fa. PAA Laboratories, Cölbe) (siehe Kap. 9.1.6, S. A-1) und 2 % ABAM zum Ein-
satz. 
3.7.2.1 Mediumwechsel 
Medienwechsel wurden komplett bei leichter Gelbverfärbung des Nährmediums alle 2 
bis 7 Tage durchgeführt. 
3.7.3 Wachstumsgefäße 
Je nach Verwendungszweck kamen verschiedene Wachstumsgefäße für die Kultivierung 
der Zellen zum Einsatz: 
Für die Vermehrung der Zellen dienten 25-cm²-Zellkulturflaschen (Fa. Costar, Cam-
bridge, MA, USA). 
Bei Proliferationsversuchen und in Kombination mit den Membraneinsätzen wurden 6- 
und 12- bzw. 24-well-Platten (FALCON; Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, NJ, 
USA) genutzt. 
Lab-Tek® chamber slides (Permanox®; Fa. Nalge Nunc International, Naperville, IL, 
USA) mit unterschiedlicher Anzahl von Kammern kamen bei morphologischen und im-
munhistologischen Untersuchungen zum Einsatz. 
Die Membraneinsätze Millicell®-PCF mit einem Durchmesser von 12 mm und einer Po-
rengröße von 3,0 µm (Fa. MILLIPORE, Bedford, MA, USA) wurden in Verbindung mit 
24-well-Platten u.a. für elektronenmikroskopische Untersuchungen der Zellkulturen ge-
nutzt. 
3.7.4 Beschichtungen 
Neben Verwendung unbeschichteter Wachstumsgefäße kamen auch Beschichtungen 
der Kunststoffoberflächen mit Kollagen und Matrigel® zur Anwendung. 
3.7.4.1 Kollagen 
Für vergleichende Proliferationsversuche erfolgte eine Beschichtung mit bovinem Kolla-
gen Typ 1 (Fa. PAA Laboratories, Cölbe) (siehe Kap. 9.1.10, S. A-2), indem eine 
0,05%ige Lösung in destilliertem Wasser angefertigt und bodenbedeckend für eine End-
konzentration von 10 µg/cm² aufgetragen wurde. 
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3.7.4.2 Matrigel® 
Matrigel® (Fa. BD Biosciences, Bedford, MA, USA) (siehe Kap. 9.1.11, S. A-2) fand An-
wendung für die Beschichtung von Membraneinsätzen und Platten. Dabei kamen ver-
schiedene Mengen und Konzentrationen dieses Basalmembran-Matrixmaterial zum Ein-
satz: 
- Beschichtung von Membraneinsätzen für Epithelzellkultur: 50 µl unverdünntes 
Matrigel®/Einsatz (thin gel method lt. BD BIOSCIENCES 2002) 
- Beschichtung von Membraneinsätzen für Kokultur mit Stromazellen (siehe unten) 
im Matrigel®: 100 µl unverdünntes Matrigel®/Einsatz (thick gel method lt. BD 
BIOSCIENCES 2002) 
- Beschichtung von Platten und chamber slides: Matrigel®:Medium 1:3 mit End-
konzentration von 67,5 µg/cm² (d.h. 100 µl der 1:3-Mischung pro Vertiefung in 
12-well-Platte) 
Bei der Verwendung von Matrigel® ist die schnelle Gelierung ab RT zu beachten. Daher 
fanden bei der Verarbeitung nur vorgekühlte Verbrauchsmaterialien Anwendung. Bis zur 
Einsaat der epithelialen Zellen gelierte das Matrigel® für mindestens 30 min bei 37 °C. 
3.7.4.2.1 Kokultur 
Den Ansatz von ARNOLD et al. (2001) nutzend, erfolgte für die direkte Kokultur von 
endometrialen Epithel- mit Stromzellen die Einsaat der Stromazellen in das Matrigel® in 
einer Dichte von 100.000 Zellen/Einsatz, indem die Zellen, vermischt mit dem Matrigel®, 
in die Membraneinsätze verbracht wurden. 
3.7.5 Proliferationsversuche 
Für vergleichende Proliferationsuntersuchungen wurden Stroma- und Epithelzellen in 
12-well-Platten mit unbeschichteten, Kollagen- und Matrigel®-beschichteten Wachs-
tumsoberflächen ausgesät. Die Auszählung von jeweils 2 Plattenvertiefungen pro Be-
schichtungsart erfolgte alle 24 (Stromazellen) bzw. 48 Stunden (Epithelzellen) nach Ab-
lösung der Zellen mittels Trypsin/EDTA (Fa. PAA Laboratories, Cölbe). 
3.8 Passagierung 
Zur Ablösung der Zellen von der Wachstumsoberfläche zum Zweck der Subkultivierung 
oder Zellzählung kam Trypsin/EDTA zum Einsatz. Nach Absaugung des Nährmediums 
und Spülung der Zellen mit auf 37 °C angewärmtem IHBSS wurde das Trypsin/EDTA 
auf die Zellen gegeben (25-cm²-Flasche: 2 ml, 1 well einer 6-well-Platte: 0,5 ml). Im 
Regelfall fand die Inkubation bei 37 °C im Brutschrank bis zur vollständigen Ablösung  
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aller Zellen statt; vergleichend wurde sie bei 20 °C (RT) und 4 °C im Kühlschrank 
durchgeführt. Zur Wirkungsbeendigung des Trypsin/EDTAs diente der Zusatz der dop-
pelten Menge an 37 °C warmem Nährmedium. Die Resuspendierung des mittels an-
schließender Zentrifugation entstandenen Zellpellets erfolgte ebenfalls in vorgewärm-
tem Nährmedium. Dienten die abgelösten Zellen lediglich der Zählung und sollten nicht 
weiter kultiviert werden, konnte zusätzlich eine mechanische Ablösung durch Verwen-
dung eines Zellschabers durchgeführt werden. 
3.9 Hypoxie 
Stromale Endometriumzellen wurden ausgesät auf chamber slides in einer Hypoxie-
kammer* (Invivo2 400; Fa. Biotrace International, Bridgend, UK) über 24 bzw. 96 Stun-
den bei 37 °C in feuchter Atmosphäre in 1 % O2, 5 % CO2 und 94 % N2 kultiviert. Da-
bei erfolgten vergleichende Ansätze mit Aussaatdichten von 500 Zellen und 5 vitalen 
Zellen/mm2. Parallel wurden gleiche Aussaaten der Zellen im normalen Brutschrank bei 
atmosphärischen Sauerstoffpartialdruck mit 5%-CO2–Beimischung ebenso lange kulti-
viert. Nach Abschluss der Kultivierungsdauer erfolgte eine Methanol-Fixierung (siehe 
Kap. 3.10.2.1.3, S. 43) und immunhistologische Untersuchung (siehe Kap. 3.11.3, S. 
46). 
3.10 Lichtmikroskopie 
Zur Beurteilung der wachsenden Zellen in den Kulturgefäßen diente ein inverses Mikro-
skop (CK-2; Fa. OLYMPUS OPTICAL, Hamburg). 
Die fotografische Dokumentation der Zellkulturen erfolgte an einem inversen Mikro-
skop† (DMIL; Fa. Leica, Solms) mit aufgesetzter Kamera, deren Bilder zur Entwicklung 
in ein Fotolabor (Zentrum für Fotografie und Digitale Präsentation, Medizinische Fakul-
tät, Universität Leipzig) weitergegeben wurden. 
Alle übrigen lichtmikroskopischen Untersuchungen wurden an einem Standardmikroskop 
(CH-2; Fa. OLYMPUS, Hamburg) durchgeführt. 
                                        
* Die Hypoxiekammer wurde freundlicherweise von der Universitätsfrauenklinik Leipzig zur Verfügung 
gestellt. 
† Für die Benutzungserlaubnis bedanke ich mich beim Institut für Pharmakologie, Pharmazie und Toxiko-
logie der Veterinärmedizinischen Fakultät der Universität Leipzig. 
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Für die Fotografie der Präparate stand ein Mikroskop (BH-2; Fa. OLYMPUS, Hamburg) 
mit Phasenkontrasteinrichtung und Digitalkamera (DP12; Fa. OLYMPUS, Hamburg) zur 
Verfügung. Die digitale Verarbeitung der Bilder erfolgte mit Hilfe des Programms analy-
SIS 5.0 (Fa. Olympus Soft Imaging Solution, Münster). 
3.10.1 Gewebeproben 
Für die Einbettung der Gewebeproben in Paraplast (Fa. Vogel, Gießen) nach Standard-
verfahren stand ein Hypercenter (Fa. Shandon, Frankfurt) zur Verfügung. Die mit Hilfe 
eines Schlittenmikrotoms (Fa. Reichert-Jung, Wien, A) angefertigten Schnitte von 3-4 
µm wurden anschließend auf Objektträger aufgezogen und einer routinemäßigen Hä-
malaun-Eosin-Färbung (H.-E.) (ROMEIS u. BÖCK 1989) unterzogen. 
3.10.2 Kultivierte Zellen 
3.10.2.1 Fixierung 
3.10.2.1.1 Ausstriche 
Vor Aussaat der Zellen wurde im Bedarfsfall ein Ausstrich einer geringen Menge Zell-
suspension auf SuperFrost®Plus-Objektträger (Fa. Menzel, Braunschweig) für immunhis-
tologische Untersuchungen angefertigt. Nach Lufttrocknung erfolgte eine 10minütige 
Fixierung mit Methanol. 
3.10.2.1.2 Membraneinsätze 
Ausgewählte Membraneinsätze mit darauf kultivierten Zellen wurden für (immun-) 
histologische Untersuchungen präpariert. Zu diesem Zweck erfolgte nach Spülung in 
IHBSS eine Fixierung in 4%igem neutral gepufferten Formalin für mindestens 24 Stun-
den. Anschließend fand eine Entwässerung durch Überführung in Ethanol mit zuneh-
mender Konzentration statt: 70%ig für 30 min, 80%ig für 30 min, 96%ig für 2x 30 min 
und Isopropanol für 2x 30 min. Erst vor der Überführung für 10 min in Essigsäurebutyl-
ester wurde die Membran mit Hilfe eines Skalpells aus dem Zylinder geschnitten und 
anschließend für 10 min in flüssiges Paraffin (60 °C) gelegt. Daran schloss sich die auf-
rechte Einbettung in ein Paraplast-Blöckchen an, wovon analog zu den Gewebeproben 
(siehe Kap. 3.10.1) Schnitte angefertigt und auf beschichtete SuperFrost®Plus-
Objektträger aufgezogen wurden. 
3.10.2.1.3 Chamber Slides 
Auch auf chamber slides kultivierte Zellen wurden für morphologische und immunhisto-
logische Untersuchungen präpariert, indem nach Absaugung des Mediums die Zellen 
mehrmals (2-3x) mit IHBSS gespült und mittels Methanol für 10 min fixiert wurden. 
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3.10.2.2 Färbungen 
3.10.2.2.1 H.-E.-Färbung 
Analog zu der beschriebenen H.-E.-Färbung an Gewebeproben (siehe Kap. 3.10.1, S. 
43) erfolgte die Färbung der auf SuperFrost®Plus-Objektträger aufgezogenen Schnitte 
der Membraneinsätze mit den kultivierten Zellen. 
3.10.2.2.2 Giemsa-Färbung 
In ausgewählten Kammern der chamber slides wurde nach der Fixierung (siehe Kap. 
3.10.2.1.3, S. 43) eine die Oberfläche vollständig bedeckende Menge 4%ige Giemsa-
Lösung (Fa. Dr. K. Hollborn & Söhne, Leipzig) gegeben. Nach 20 min erfolgte eine Spü-
lung mit destilliertem Wasser, bis keine Farbrückstände mehr sichtbar waren. Daran 
schloss sich die Entfernung des Kammeraufsatzes der chamber slides an. Der ca. 
5minütigen Lufttrocknung folgte die Eindeckung mittels Aquaperm® (Fa. Shandon, 
Frankfurt) und Deckgläschen. 
3.10.2.2.3 Tolouidinblau-Färbung 
Analog zu der oben beschriebenen Giemsa-Färbung wurde eine Tolouidinblau-Färbung 
(5 min mit einer 1%igen Lösung) (Fa. Sigma-Aldrich, Taufkirchen) an den auf chamber 
slides kultivierten Zellen durchgeführt. Der Spülung mit destilliertem Wasser folgte al-
lerdings als Zwischenschritt noch ein Schwenken in Isopropanol für 1 min. 
3.11 Immunhistologie 
An repräsentativ ausgewählten, auf Membraneinsätzen und chamber slides kultivierten 
Zellen sowie Endometriumbioptaten und Ausstrichen von Zellsuspensionen wurden im-
munhistologische (IHC) Untersuchungen durchgeführt. 
3.11.1 Membraneinsätze und Endometriumbioptate 
Die auf SuperFrost®Plus-Objektträger aufgezogenen Schnitte der Membraneinsätze 
bzw. Endometriumbioptate wurden mittels 10minütiger Xylol-Behandlung (Fa. Geyer, 
Hamburg) entparaffiniert und anschließend je 3 min in Isopropanol (2x) und 96%igem 
Ethanol rehydriert. Durch Verbringen in Methanol mit 0,5 % H2O2 (Fa. Merck, Darm-
stadt) erfolgte eine Inaktivierung potenzieller endogener Peroxidasen. 
Vor dem Einbringen der Objektträger in die Coverplates® (Fa. Life Science, Frank-
furt/Main) wurde zunächst zum Nachweis von Ki-67-Antigen eine Zitrat-Behandlung 
durchgeführt, indem sie in 96 °C heißem Zitrat-Puffer (siehe Kap. 9.2.1, S. A-3) für 30 
min gekocht und nach Abkühlung bei RT mit tris buffered saline (TBS) (siehe Kap.  
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9.2.2, S. A-3) gespült wurden. Für den Nachweis von Zytokeratin und CD31 erfolgte 
eine Vorbehandlung mit Protease: Dem 5minütigem Spülen in 37°C-warmer phosphate 
buffered saline (PBS) (siehe Kap. 9.2.3, S. A-3) schloss sich eine Inkubation der Schnit-
te mit 0,05%iger Protease (bakterielle Protease Typ XXIV; Fa. Sigma Chemie, Deisen-
hofen) in PBS an. Zur nachfolgenden Spülung diente eiskalte TBS (3x 5 min). 
Auf die in den Coverplates® befindlichen Objektträger wurden je 100 µl des in TBS mit 
1% bovinem Serumalbumin (BSA) (Fa. Boehringer, Mannheim) verdünnten Primäranti-
körpers (siehe Tab. 3.1) eingebracht und über Nacht bei 4 °C inkubiert. Für die Nega-
tivkontrolle kam ausschließlich eine 1%ige BSA-Lösung in TBS zur Anwendung. 
Anschließend erfolgte eine Spülung durch Einbringen von je 2 ml TBS in die Coverpla-
tes®. 100 µl des Sekundärantikörpers Ratte-anti-Maus-IgG (Fa. Dianova, Hamburg) in 
einer Verdünnung von 1:100 in TBS mit 1 % BSA inkubierten für 30 min bei RT. Einem 
weiteren Spülschritt für alle Objektträger schloss sich eine Inkubation bei RT von 30 
min mit 100 µl des 1:500 verdünnten Maus-Peroxidase-anti-Peroxidase(PAP)- Antikör-
pers (Fa. Dianova, Hamburg) in TBS mit 1 % BSA an. Eine Ausnahme bei der Sekundär-
antikörperbehandlung bildeten die Schnitte für den Desmin-Nachweis: Sie wurden für 
30 min mit EnVision+® (Fa. Dako, Hamburg) bei RT überschichtet. Dem anschließenden 
Spülen aller Objektträger folgte ihre Entfernung aus den Coverplates® und eine 
10minütige Inkubation der Schnitte unter ständigem Rühren (Magnetrührer) in 3,3-
Diaminobenzidintetrahydrochlorid(DAB)-Lösung (Fa. Fluka Feinchemikalien, Neu Ulm) 
(siehe Kap. 9.2.4, S. A-4) bei RT. 
Tab. 3.1: Verwendete Primärantikörper 
Primärantikörper Spezifikation Verdünnung Klon Bezugsquelle 
Vimentin Maus-anti-Schwein 1:400 V9.(1). M 0725; Dako, Hamburg 
α-Aktin Maus-anti-Mensch 1:100 1A4.(1). M 0851; Dako, Hamburg 
Desmin Maus-anti-Mensch 1:400 D33 M 0760; Dako, Hamburg 
Zytokeratin AE1/3 Maus-anti-Mensch 1:50 - M 3515; Dako, Hamburg 
Ki-67 Antigen Maus-anti-Mensch 1:10 MM1 NCL-Ki67-MM1; 
Novocastra, Newcastle, UK
CD31 Maus-anti-Mensch 1:20 JC70A M 0823; Dako, Hamburg 




Estrogenrezeptor Maus-anti-Mensch 1:20 6F11 NCL-ER-6F11; 
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Der Spülung mit TBS (3x) und destilliertem Wasser (1x) schloss sich die Gegenfärbung 
mit Papanicolaou-Lösung (1:20 in destilliertem Wasser; Fa. Merck, Darmstadt) für 10 s, 
Spülung in destilliertem Wasser und Bläuung in Leitungswasser für 5-10 min an. Vor 
dem Eindecken der Schnitte erfolgte eine automatisierte Entwässerung in der aufstei-
genden Alkoholreihe mit abschließender Xylol-Behandlung (2x 10 min). 
3.11.2 Ausstriche 
Mit Ausnahme der Protease- bzw. Zitrat-Behandlung fand die oben beschriebene Me-
thode auch bei den Ausstrichen von Zellsuspensionen Anwendung. Der Gegenfärbung 
und Bläuung schloss sich eine Lufttrocknung und Eindeckung der Ausstriche mit Aqua-
perm® und Deckgläschen an. 
3.11.3 Chamber Slides 
Analog zu der beschriebenen Vorgehensweise für die IHC bei den Membraneinsätzen, 
jedoch ohne Zitrat- oder Protease-Vorbehandlung, erfolgte die Aufarbeitung der auf 
chamber slides kultivierten Zellen nach der Fixierung mit Methanol (siehe Kap. 
3.10.2.1.3, S. 43). Sollte es im Rahmen der Fixierung zu Undichtigkeiten des Kammer-
systems gekommen sein, konnten die Wachstumsfelder nach Entfernung des Aufsatzes 
durch Ummalung mit dem Dako Cytomation Pen® (Code-Nr. S 2002) von einander ab-
gegrenzt werden. 
Die primären Antikörper inkubierten über Nacht bei 4 °C in den gegen Verdunstung ab-
gesicherten Gefäßen (in 8-Kammer-chamber slides 200 µl/Kammer). 
Nach der Inkubation mit dem Maus-PAP bzw. EnVision+® und wiederholtem Spülen (2x) 
mit TBS wurden die Kammeraufsätze entfernt. Die Eindeckung erfolgte in gleicher Wei-
se wie bei den Ausstrichen (siehe Kap. 3.11.2) 
3.12 Transmissionselektronenmikroskopie 
Ausgewählte Zellkulturen auf Membraneinsätzen wurden transmissionselektronenmikro-
skopisch (TEM) untersucht. 
3.12.1 Fixierung und Einbettung 
Nach zweimaliger Spülung in IHBSS wurden die Membraneinsätze in 4 °C kaltes 3%iges 
Glutaraldehyd (Fa. Plano, Wetzlar) überführt und für mindestens 2 Stunden fixiert. Nach 
mehrmaliger (3-4x wechseln, insgesamt mindestens 2 Stunden) Spülung in 0,1 M Caco-
dylatpuffer (Fa. Carl Roth, Karlsruhe) erfolgte eine Nachfixierung bei 4 °C in 1%igem 
cacodylatgepuffertem Osmiumtetroxid (Fa. Chempur, Karlsruhe) für 2 Stunden. Es  
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schloss sich wiederum ein 2maliges Spülen in Cacodylatpuffer mit nachfolgender Ent-
wässerung in einer aufsteigenden Alkoholreihe an, beginnend mit 25%igem, beendet 
mit absolutem Ethanol. 
Die routinemäßige Flacheinbettung wurde in Glycidether 100 (Fa. Carl Roth, Karlsruhe) 
vorgenommen. 
3.12.2 Semidünnschnitte 
Von den angetrimmten Blöckchen wurden 0,3-0,5 µm dicke Semidünnschnitte mit ei-
nem Ultramikrotom (Ultracut UCT, Fa. Leica, Bensheim) hergestellt und diese mit 
1%iger Tolouidinblau-Lösung (Fa. Merck, Darmstadt) angefärbt. Anhand dieser Schnitte 
erfolgte mit Hilfe des Standardmikroskops die Auswahl repräsentativer Lokalisationen 
zur Untersuchung im TEM. 
3.12.3 Ultradünnschnitte 
Unter Verwendung eines Diamantmessers (Elementsix; Fa. Drukker, Cuijk, NL) herge-
stellte, 50-70 nm dicke Ultradünnschnitte wurden auf mit Formvar® (Fa. Serva, Heidel-
berg) befilmte Kupfernetze (Fa. Tesla, Brno, CZ) aufgezogen. Die Doppelkontrastierung 
dieser Ultradünnschnitte erfolgte mit 2,5%igem Uranylazetat für 7 min sowie nach Spü-
lung mit destilliertem Wasser und Trocknung auf Filterpapier mit 2%igem Bleizitrat für 
10 min. 
3.12.4 Auswertung 
Für die Auswertung der Ultradünnschnitte stand ein Transmissionselektronenmikroskop 
EM 900 (Fa. Carl Zeiss, Oberkochen) mit 80 kV und 3.000-250.000facher Gerätevergrö-
ßerung zur Verfügung. 
3.12.5 Fotografie 
Als Aufnahmemedium dienten Electron Microscope Filme (Fa. Kodak, Rochester, NY, 
USA), die 4 min bei 20 °C in Entwicklerlösung (Kodak D19 Plano W; Fa. Plannet, Wetz-
lar) entwickelt, fixiert und nach ca. 30minütiger Wässerung getrocknet (RC-Trockner 
30; Fa. Kindermann, Ochsenfurt) wurden. Mittels eines Belichtungsautomaten (Durst 
Labor 1200; Fa. Durst, Brixen, I) wurden die Negative auf schwarz/weiß-Fotopapier (TT 
Speed; Fa. Tetenal Photowerk, Norderstedt) abgezogen, deren Entwicklung in 1:9 ver-
dünntem Fotopapierentwickler (Eukobrom; Fa. Tetenal Photowerk, Norderstedt) erfolg-
te, der sich eine Fixierung der Bilder 5 min bei RT, eine Wässerung von ca. 30 min in 
Leitungswasser und Trocknung anschloss. 
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3.13 Rasterelektronenmikroskopie∗ 
3.13.1 Fixierung 
Die Fixierung ausgewählter Membraneinsätze für die Rasterelektronenmikroskopie 
(REM) erfolgte analog zu den Schritten für die TEM bis zum absoluten Ethanol (siehe 
Kap. 3.12.1, S. 46). 
3.13.2 Critical Point Drying 
Für die Kritisch-Punkt-Trocknung (critical point drying, CPD) stand ein CPD 030 (Fa. 
BAL-TEC, Witten) zur Verfügung. Unmittelbar vor Überführung aus dem absoluten Al-
kohol in den Präparatekorb des Gerätes wurden die Membranen unter Beachtung einer 
ständigen Flüssigkeitsbedeckung der Proben aus den Kunststoffzylindern mit Hilfe eines 
Skalpells entfernt. Der Anleitung des Geräteherstellers folgend, mussten 10 Durchgänge 
bis zur kompletten Verdrängung des Alkohols durchgeführt werden. 
Zur Vermeidung einer Rehydrierung erfolgte die Zwischenlagerung der Proben auf ei-
nem Trocknungsmittel (Silica Gel Orange, Fa. Carl Roth, Karlsruhe). 
3.13.3 Goldbeschichtung 
Die Proben wurden mittels Carbon Tapes (Fa. Plano, Wetzlar) auf die Probenhalter ge-
klebt. 
Die Beschichtung der Proben mit Gold erfolgte in einer Hochvakuum-
Kleinbeschichtungsanlage (MED 020; Fa. BAL-TEC, Witten) mit einer Sputterzeit von 
40 s. 
3.13.4 Auswertung 
Für die Auswertung der Proben stand ein Rasterelektronenmikroskop (LEO 1430 vp; Fa. 
Carl Zeiss, Oberkochen und Cambridge Instruments, Cambridge, UK) zur Verfügung. 
                                        
∗ Meinen herzlichsten Dank den Mitarbeitern der Arbeitsgruppe Histologie und Embryologie des Veterinär-




4.1.1 Histopathologische Beurteilung der Endometriumproben 
Anhand der H.-E. gefärbten Schnitte der Endometriumproben wird eine Beurteilung 
des Funktionszustandes der Drüsenepithelien und eine Gradeinteilung einer eventuel-
len Endometrose vorgenommen. Nur eine der Spenderstuten (für 3 Zellisolierungen 
herangezogen) zeigt sich dabei endometrosefrei (genauere Charakterisierung der 
Stuten in Tab. 4.1). Die endometrialen Drüsen der verschiedenen Tiere befinden sich 
in unterschiedlichen Funktionszuständen (sekretorisch, proliferativ, inaktiv). Deutliche 
entzündliche Veränderung treten in keiner der untersuchten Endometriumproben auf. 
Tab. 4.1: Charakterisierung der Spenderstuten 
Nummer Alter in Jahren Funktionsmorphologie der Drüsen Endometrosegrad 
1 13 sekretorisch ++(+) 
2 14 sekretorisch ++ 
3 10 inaktiv +(+) 
4 adult proliferativ + 
5 15 proliferativ ++ 
6 14 proliferativ ++ 
7 14 sekretorisch ++ 
8 adult sekretorisch ++ 
9 13 inaktiv + 
10 23 inaktiv ++ 
11 15 sekretorisch ++(+) 
12 16 sekretorisch ++ 
13 16 inaktiv ++ 
14 17 inaktiv +(+) 
15 7 proliferativ - 
16 7 sekretorisch - 
17 7 proliferativ -  
- keine; + geringgradig; +(+) gering- bis mittelgradig; ++ mittelgradig; ++(+) mittel- bis hochgradig 
4.1.2 Endometriumbioptate 
Aus Endometriumbioptaten können mittels der beschriebenen Methoden epitheliale 
und stromale Zellen für die Zellkultur gewonnen werden. Dabei trägt die unmittelbare 
Verarbeitung des Materials im Labor zu einer guten Überlebensrate der Zellen bei 






Gegenüber Endometriumbioptaten bieten vollständige Uteri eine deutlich größere 
Zellausbeute (siehe Kap. 4.3.4, S. 55). Jedoch zeigen sich bei der Verwendung gan-
zer Organe auch Nachteile: Die Organe können aus praktischen Gründen erst einige 
Zeit nach dem Tod des Tieres entnommen werden. Die Vitalitätsbestimmung der Zel-
len (siehe Kap. 4.3.5, S. 55) zeigt, dass eine Lagerung über mehrere Stunden unvor-
teilhaft ist. Das Organ des euthanasierten Tieres ist für die Zellkultur unbrauchbar: Es 
können keine vitalen Zellen gewonnen werden. Ebenso ist ein zu Boden gefallener 
Uterus aufgrund starker bakterieller Kontamination nicht für die Isolierung geeignet. 
4.2 Isolierung 
4.2.1 Enzymatische Verdauung 
Die enzymatische Dissoziation wird als abgeschlossen angesehen, wenn keine oder 
nur noch ganz vereinzelte Gewebestückchen in der leicht viskösen, trüben, gelb-
braunen Flüssigkeit erkennbar sind. Eine Überprüfung des Isolationserfolges erfolgt 
anhand der lichtmikroskopischen Untersuchung einer kleinen Menge (ca. 20 µl) der 
Zellsuspension auf das Vorliegen einzeln liegender, runder Stromazellen (Abb. 4.7, S. 
66) und in Drüsenverbänden vorkommender Epithelzellen (Abb. 4.17, S. 68). 
4.3 Separation 
4.3.1 Vorläufige Separationsverfahren 
Die Ergebnisse der vorläufigen Separationsverfahren werden nur sehr knapp darge-
stellt, da sie sich als selbständige Anwendungen in Bezug auf Zellausbeute oder 
Reinheit der Zellfraktionen als nicht befriedigend erwiesen. 
4.3.1.1 Sedimentation 
Die Zellausbeute bei diesem Verfahren ist sehr gering. Sie beträgt mit jeweils ca. 
400.000 Stroma- bzw. Epithelzellen aus einem Bioptat nur etwa ein 10tel bzw. ein 
20stel der mit der endgültigen Isolierungs- und Separationsmethode erreichten Zah-
lenwerte. 






Bei Aussaat der Stromazellfraktion liegt eine starke Kontamination mit Erythrozyten 
vor, die sich aber nach Adhäsion der lebenden Zellen im Kulturgefäß durch Medien-
wechsel entfernen lassen. Lichtmikroskopisch sind keine epithelialen Zellverbände 
zwischen den stromalen Zellen erkennbar. 
4.3.1.2 Filtration 
Die Zahl der isolierten Zellen erreicht mit diesem Verfahren die für das endgültige 
Separationsprotokoll beschriebenen Werte. Jedoch ist hier die Menge unerwünschter 
Stromazellen in der Epithelzellfraktion sehr hoch, so dass es bereits nach wenigen 
Tagen zur Überwucherung der langsamer proliferierenden Epithelzellen kommt. 
Ebenso wie bei der Sedimentation finden sich zwischen den filtrierten Stromazellen 
sehr viele Erythrozyten. 
4.3.1.3 Dichtegradientenzentrifugation 
4.3.1.3.1 Diskontinuierliche Dichtegradientenzentrifugation zur Zelldichte- 
                  bestimmung 
Mittels der als Vorversuch angelegten diskontinuierlichen DGZ können für die aus der 
enzymatischen Verdauung gewonnenen unterschiedlichen Zellfraktionen folgende 
ungefähre Dichten ermittelt werden: 
- Stromazellen: ≤ als 1,019 g/ml 
- Epithelzellen: zwischen 1,019 und 1,064 g/ml 
- Erythrozyten: ≥ als 1,1 g/ml 
Dabei erfolgt die Überprüfung der Identität der aus den verschiedenen Dichteberei-
chen isolierten Zellfraktionen durch lichtmikroskopische Beurteilung der Morphologie. 
4.3.1.3.2 Kontinuierliche Dichtegradientenzentrifugation zur Zelldichte- 
                  bestimmung 
Durch die Verwendung der density marker beads kann gezeigt werden, dass sich die 
ursprüngliche Percoll®-Lösung durch die Ultrazentrifugation zu einem kontinuierlichen 
Gradienten von <1,019 bis >1,052 g/ml ausbildet. Die Dichte der isolierten Zellen 
kann daher, in Verbindung mit den Ergebnissen der kontinuierlichen DGZ (siehe Kap. 
4.3.1.3.1), genauer eingegrenzt werden: 
- Stromazellen: 1,019 g/ml 




4.3.1.3.3 Diskontinuierliche Dichtegradientenzentrifugation zur Separation 
Das Ergebnis der diskontinuierlichen DGZ ist in Abb. 4.1 schematisch dargestellt. Die 
als einzelne Zellen vorliegenden stromalen Endometriumzellen sammeln sich ober-
halb des Dichtegradienten von 1,03 g/ml. Befinden sich Hämosiderozyten im Aus-
gangsmaterial, sind sie auch in dieser Schicht anzutreffen. An der Grenze zwischen 
den beiden Percoll®-Gradienten von 1,03 und 1,07 g/ml finden sich die in Verbänden 
zusammenliegenden Epithelzellen. Erythrozyten sammeln sich als Pellet am Boden 
des Zentrifugenröhrchens an. 
 
Abb. 4.1: Schematische Darstellung der Zellschichtung nach der diskontinuierlichen Dichtegradienten-
zentrifugation 
Nach direkter Aussaat der so gewonnenen Zellfraktionen sind bei den Stromazellen 
ganz vereinzelt kleine Epithelzellverbände zu beobachten. Ähnlich wie bei der Filtrati-
on zeigt sich bei den epithelialen Zellen jedoch eine starke Kreuzkontamination mit 
schnell wachsenden Stromazellen. Erythrozyten sind in den Zellaussaaten nicht anzu-
treffen. 
4.3.2 Endgültiges Separationsverfahren 
Alle nachfolgend aufgeführten Ergebnisse beziehen sich auf endometriale Zellen, die 
mittels des als endgültig bezeichneten Separationsverfahrens gewonnen wurden. 
Dabei konnten die bei den vorläufigen Methoden beschriebenen Probleme hinsichtlich 





Eine Elimination von Erythrozyten aus der mittels der ersten Filtration erhaltenen 
Stromazellsuspension (A) kann durch Zentrifugation über eine Percoll®-Lösung von 
1,05 g/ml erreicht werden. In der Epithelzellfraktion enthaltene Erythrozyten werden 




In Tab. 4.2 (S. 53) sind die Ergebnisse der Adhärenzzeiten zusammengefasst. Die 
Zeiten geben an, nach wie vielen Minuten der Überstand abgenommen und dann neu 
ausgesät wurde. 
Tab. 4.2: Menge der noch im Überstand vorhandenen, zur Adhärenz fähigen Zellen 
Zellart/Aussaatdauer 30 min 60 min 120 min 
Stromazellen + (+) - 
Epithelzellen ++(+) ++(+) ++ 
 
     - keine; (+) ca. 10 %; + ca. 25 %; ++ ca. 50 %; ++(+) ca. 90 % 
 
Ein Großteil der Stromazellen heftet sich bereits nach 30 min an. Alle nach 120 min 
noch nicht adhärenten Stromazellen sind auch später nicht mehr zur Anheftung 
fähig. 
Die Epithelzellen brauchen länger zur Adhärenz: Nur einzelne sind nach 30 bzw. 60 
min Aussaat nicht mehr mit dem Überstand abnehmbar. Nach 120 min steigt diese 
Zahl leicht an; es ist aber nur rund die Hälfte zur Anheftung fähiger epithelialer Zel-
len zu diesem Zeitpunkt bereits fest mit der Wachstumsoberfläche verbunden. 
4.3.2.2.2 Differenzialadhärenz zur Separation 
Die noch in der aus der diskontinuierlichen DGZ stammenden Epithelzellsuspension 
enthaltenen stromalen Endometriumzellen adhärieren zum Großteil innerhalb von 30 
min in der Zellkulturflasche. Durch den zweiten Differenzialadhärenzschritt können 
noch weitere unerwünschte Stromazellen abgetrennt werden. Dabei muss eine An-
heftung einzelner Drüsenverbände in Kauf genommen werden, welche damit für die 
Kultivierung verloren sind. Eine Ablösung dieser durch Spülung führt unweigerlich 




Wird der Überstand nach dem Differenzialadhärenzschritt von 120 min bei den Stro-
mazellen ausgesät, adhärieren und proliferieren nur einzelne stromale Zellen; 
daneben finden sich einige epitheliale Zellproliferate. 
4.3.3 Reinheit der Zellfraktionen 
4.3.3.1 Stromazellen 
In der Stromazellfraktion zeigen sich nach der Isolierung und Separation vor dem 
letzten Differenzialadhärenzschritt 7-10 % der Zellen positiv für Zytokeratin. Bei 90-
93 % der als Stromazellen angenommenen Zellen lässt sich Vimentin nachweisen. 
Die Reaktion auf den Endothelmarker CD 31 fällt bei allen Zellen negativ aus. 
Werden die adhärenten Zellen unmittelbar nach der Differenzialadhärenz mittels 
Trypsin wieder abgelöst, exprimieren 1-2 % der Zellen Zytokeratin bzw. 98-99 % 
Vimentin. 
Diese Ergebnisse zeigen, dass die Reinheit der Stromazellfraktion nach dem als 
„endgültig“ bezeichneten Isolierungs- und Separationsprotokoll bei ≥ 98 % liegt. Den 
Rest machen einzeln (nicht in Verbänden) liegende Epithelzellen aus. 
Durch Subkultivierungen sinkt der Anteil epithelialer Zellen noch weiter ab: Zum Zeit-
punkt der ersten Passagierung sind nur noch höchstens 1 % der Zellen mittels Zyto-
keratin-Reaktivität als Epithelzellen identifizierbar; bei der zweiten Passage nimmt 
der Anteil dieser Zellen auf unter 0,5 % ab. Ganz vereinzelte epitheliale Zellen lassen 
sich auch in höheren Passagen noch zwischen den Stromazellen immunhistologisch 
nachweisen. 
4.3.3.2 Epithelzellen 
Bei der nach Filtration, DGZ und Differenzialadhärenz aus verschiedenen Zellisolie-
rungen gewonnenen Epithelzellfraktion reagieren 98-99 % der Zellen positiv für Zy-
tokeratin. Der Nachweis von Vimentin gelingt lediglich bei 1-2 % der Zellen. CD-31-
positive Zellen finden sich keine. 
Nur wenige Stromazellen finden sich noch zwischen den epithelialen Zellen. Diese 
wenigen stromalen Endometriumzellen können aber zur Überwucherung der langsa-
mer wachsenden Epithelzellen führen. Je nach Oberflächenbeschichtung sind nach 
zwei Wochen in der Kultur nur noch 90-95 % (Matrigel®-Beschichtung) bzw. 41-52 




Mit dem endgültigen Isolierungs- und Separationsprotokoll können aus einem Bioptat 
ca. 5 Millionen Stromazellen gewonnen werden. Bei Nutzung ganzer Uteri zur Zellge-
winnung kann sich diese Anzahl je nach Menge des abgesetzten Endometriums ver-
zehnfachen oder noch höher sein. 
4.3.4.2 Epithelzellen 
Die genaue Bestimmung der Epithelzellzahl nach der Isolierung und Separation wird 
durch ihr Auftreten in Verbänden erschwert. Die Zahl der Zellen pro Drüsenverband 
liegt dabei zwischen ca. 20 und 250. Aus Bioptaten sind, je nach Drüsendichte im 
Endometrium, bis zu ca. 8 Millionen Epithelzellen zu isolieren. Vergleichbar zu den 
stromalen Zellen kann diese Zahl durch Verwendung von ganzen Uteri stark erhöht 
werden. 
4.3.5 Vitalitätsbestimmung 
Der Anteil der als vital bestimmten Zellen zeigt einen Zusammenhang mit der Zeit-
dauer zwischen Entnahme des Gewebes bzw. Tod des Tieres und Beginn der Isolie-
rung. 
4.3.5.1 Stromazellen 
Bei den unmittelbar nach Entnahme in IHBSS überführten und zur sofortigen Weiter-
verarbeitung ins Labor verbrachten Endometriumbioptaten liegt der Anteil vitaler 
Stromazellen zwischen 72 und 91 %. Auch bei Verwendung eines ganzen Uterus aus 
einer Schlachtung (Beginn der Zellisolierung innerhalb 1 Stunde nach Entnahme) 
können bis zu 93 % vitale Stromazellen gewonnen werden. Liegt die Entnahme je-
doch länger zurück (bis zu 15 Stunden), sinkt diese Zahl auf teils unter 67 % (mini-
mal 50 %). Beim Versuch der Zellisolierung aus dem Uterus einer vor 2 Stunden eu-
thanasierten Stute sind weder vitale stromale noch epitheliale Zellen gewinnbar. 
4.3.5.2 Epithelzellen 
Analog zur Zellzählung ist die Vitalitätsbestimmung bei den in Verbänden zusammen-
liegenden Epithelzellen durch Überlagerungen erschwert. Der Anteil vitaler Zellen 
liegt bei Bioptaten und schnell (innerhalb 1 Stunde) verarbeiteten Uteri im Bereich 
zwischen 50 und 64 %. Bei längeren Liegezeiten nimmt diese Zahl bis auf 30 % ab. 
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Dabei finden sich vermehrt blau angefärbte und damit als nicht vital eingestufte Zel-
len in den größeren Drüsenverbänden. 
4.4 Kultivierung 
4.4.1 Proliferationsversuche auf verschiedenen Wachstumsober- 
           flächen 
4.4.1.1 Stromazellen 
Nach der Aussaat von 12.000 mittels Trypanblau-Methode als vital eingestufter Stro-
mazellen pro Kulturgefäß, ist, unabhängig von der Oberflächenbeschichtung, ein Ab-
sinken der Zellzahlen am Tag 1 auf ca. 60 bis 70 % der ursprünglichen Zahl erkenn-
bar. Aus Abb. 4.2, die die Entwicklung des Mittelwertes der Zellzahl von auf verschie-
denen Oberflächen gewachsenen Stromazellen zeigt, wird ersichtlich, dass sich die 
Proliferationsgeschwindigkeit der Stromazellen in den ersten 5 Tagen der Kultivierung 
auf verschiedenen Oberflächen nicht unterscheidet. 
Die Bestimmung der Populationsverdopplungszeit zwischen Tag 6 und 7 der Zellkul-
tur zeigt jedoch Unterschiede: Bei Kollagen-beschichteten Kunststoffoberflächen liegt 
sie bei 22 Stunden, bei Matrigel®-Beschichtungen dieser Oberflächen hingegen bei 
35 Stunden. Die PVZ auf unbeschichteten Oberflächen liegt mit 29 Stunden zwischen 

















Abb. 4.2: Entwicklung der Zellzahl im Laufe der Kultivierung von auf verschiedenen Wachstums-
oberflächen ausgesäten Stromazellen 
Die Plateauphase nach dem exponentiellen Wachstum mit Konfluenz der Zellen wird 
als erstes bei der Kollagen-Beschichtung (Tag 8), bei den unbeschichteten und 
Matrigel®-beschichteten Oberflächen dagegen erst 2 Tage später erreicht. Dabei liegt 
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die absolute Zahl der Zellen auf Matrigel®-beschichteten Oberflächen höher als bei 
den anderen Beschichtungen. 
4.4.1.2 Epithelzellen 
Werden frisch isolierte endometriale Epithelzellen ausgesät, zeigt sich eine sehr vari-
able Plattiereffizienz zwischen 25 und 90 %. Dabei sind bei Matrigel®-Beschichtung 
der Wachstumsoberflächen deutlich höhere Werte als bei unbeschichteten oder mit 
Kollagen beschichteten Oberflächen zu erreichen. 
Abb. 4.3 zeigt die Zellzahlentwicklung von 5000 vitalen Epithelzellen pro Wachstums-
gefäß auf unterschiedlich beschichteten Wachstumsoberflächen. Dabei ist der mittels 






















Abb. 4.3: Entwicklung der Zellzahl im Laufe der Kultivierung von auf verschiedenen Wachstums-
oberflächen ausgesäten Epithelzellen 
Die PVZ zwischen dem 6. und 8. Tag unterscheidet sich zwischen den unterschiedli-
chen Beschichtungen kaum: unbeschichtet 79 Stunden, Kollagen 74 Stunden, Matri-
gel 80 Stunden. Aufgrund der höheren Plattiereffizienz auf der Matrigel®-
Beschichtung ist dort die Ausgangszellzahl größer. Die Unterschiede zwischen den 
absoluten Zellzahlen in der am 9. (unbeschichtet) bzw. 13. Tag (Kollagen- und Matri-
gel®-Beschichtung) beginnende Plateauphase ergeben sich durch den Anteil konta-
minierender stromaler Zellen. Dieser ist bei unbeschichteten und mit Kollagen be-
schichteten Oberflächen deutlich höher als bei der Matrigel®-Beschichtung (siehe 




In Tab. 4.3 sind die Ergebnisse der Ablösezeit und anschließend bestimmter Zellvitali-
tätsrate vergleichend für die Einwirkungstemperaturen von 37, 21 und 4 °C darge-
stellt: Die Zeitdauer bis zur Ablösung eines Großteils der Stromazellen sinkt mit zu-
nehmender Einwirkungstemperatur deutlich. Die mittels Trypanblau-Färbung be-
stimmte Vitalitätsrate steigt bei geringeren Temperaturen leicht an. 
Tab. 4.3: Auswirkung verschiedener Einwirkungstemperaturen auf die Ablösezeit und Vitalitätsrate bei 
der Trypsinisierung kultivierter endometrialer Stromazellen 
Einwirkungstemperatur Ablösezeit Vitalitätsrate 
37 °C (Brutschrank) 3-4 min 77-92 % 
21 °C (Raumtemperatur) 7-9 min 80-95 % 
4 °C (Kühlschrank) 10-13 min 90-93 % 
 
 
Nach der Passagierung beginnen die Stromazellen innerhalb der nächsten 24 Stun-
den mit der Proliferation. 
Abb. 4.4 zeigt die Dauer bis zum Erreichen der Konfluenz nach jeweils 4facher Ver-
















Abb. 4.4: Dauer bis zur Konfluenz der Stromazellen in den einzelnen Passagen 
In den ersten Passagen benötigt sie zwischen 6 und 12 Tagen bis zur Ausbildung 
eines dichten Zellrasens mit ca. 100000 Zellen/cm². Ab der Passage 8 zeigt sich eine 
konstante Dauer von 7 Tagen bis zur Konfluenz. In der 14. und 15. Passage variiert 
dieser Wert geringfügig. Mit 39 Tagen steigt plötzlich die Dauer bis zum Erreichen 
der Konfluenz in der Passage 18 stark an. In der 19. Passage der Stromazellen wird 
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kein konfluenter Zellrasen erreicht: Proliferation und Degeneration mit Ablösung der 
Zellen halten sich auch noch über 1 Jahr nach der Isolierung (6 Monate nach der 
letzten Subkultivierung) die Waage. 
4.5.2 Epithelzellen 
Die Subkultivierung von epithelialen equinen Endometriumzellen gelingt nur sehr un-
befriedigend. Durch die Trypsineinwirkung werden die zusammenhängenden Zellver-
bände getrennt, so dass überwiegend kleine Verbände von bis zu 10 Zellen oder Ein-
zelzellen vorliegen. 
Morphologische Untersuchungen einen Tag nach der Passagierung zeigen neben 
zahlreichen spindeligen Zellen (Stromazellen) nur sehr vereinzelte Epithelzellprolifera-
te. Die immunhistologische Analyse 6 Tage nach der Subkultivierung zeigt, dass we-
der auf unbeschichteten Oberflächen noch bei Matrigel®-Beschichtung Zytokeratin-
exprimierende Zellen zwischen den annähernd konfluenten spindeligen Zellen nach-
weisbar sind. 
In einem Fall konnten in der 19. Passage einer Stromazellkultur, in der die stromalen 
Zellen selber bereits deutliche Seneszenzanzeichen (Degeneration mit Vakuolisierung 
und stark verringerter Proliferation) aufwiesen, Proliferate morphologisch epithelial 





Einen Tag nach der Isolierung stellen sich die adhärenten stromalen Endometrium-
zellen auf unbeschichteten Kunststoffoberflächen als kompakte, unregelmäßig längs-
ovale, einzeln liegende Zellen dar. Am zweiten Tag haben sie eine langgestrecktere, 
spindelige Form. Ab der ersten Passagierung zeigen sie diese Morphologie bereits am 
ersten Tag nach der Aussaat (Abb. 4.8, S. 66). Bei fortschreitender Kultivierungsdau-
er nimmt die Zahl und Länge der Zytoplasmafortsätze zu, was zu einer sternförmigen 
Zellform führt. Die ein-, selten mehrkernigen Stromazellen haben auch nativ deutli-
che Zellgrenzen. Im runden bis ovalen, zentral gelegenen Zellkern sind 1 bis 5 
Nucleoli nachweisbar. Das granulierte Zytoplasma weist bei einigen Zellen kleine oder 
größere Vakuolen auf. Der Anteil vakuolisierter und mehrkerniger Zellen nimmt mit 
der Zahl der Passage zu. 
Große interzelluläre Zwischenräume liegen am Anfang zwischen den einzelnen Zellen. 
Je nach Aussaatdichte kommt es innerhalb von einigen Tagen zur Konfluenz (siehe 
Kap. 4.5.1, S. 58). Dabei zeigen die dann in einem Monolayer parallel nebeneinander 
liegenden Stromazellen ein fischzugartiges bis wirbeliges Wachstumsmuster (Abb. 
4.11, S. 67) und nehmen eher wieder eine lange Spindelform an. Immer wieder sind 
bündelartige Anhäufungen mit übereinanderwachsenden Stromazellen zu beobachten 
(Abb. 4.12, S. 67). 
4.6.2 Epithelzellen 
Bereits nach einem Tag der Kultivierung kann, unabhängig von der Oberflächenbe-
schichtung, ein radiäres Wachstum epithelialer Zellen um adhärente Drüsenverbände 
beobachtet werden (Abb. 4.18, S. 68). Die zentrale Aufwölbung verschwindet nach 
einem weiteren Tag vollständig, so dass eine einschichtige, runde Zellfläche entsteht, 
deren randständige Zellen feine, kurze Zytoplasmaausläufer ausbilden. 
Auf unbeschichteten Kunststoffoberflächen bildet sich daraus nach einiger Zeit ein 
durchgehender Rasen dicht an dicht liegender flacher, polygonaler Zellen, welche 
schwer von einander abgrenzbar sind. In dem zentral gelegenen Kern dieser Zellen 
finden sich in der Regel mehrere Nucleoli. Die Zellgröße variiert stark: zwischen gro-
ßen, hellen Zellen liegen immer wieder Inseln kleinerer, stärker anfärbbarer Zellen, 
deren Zytoplasma feingranulär wirkt (Abb. 4.19, S. 68). 
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Die Ausbildung eines konfluenten Zellrasens unterbleibt bei einer dicken Matrigel®-
Beschichtung der Wachstumsoberfläche. Domartig vorgewölbte Kolonien, die nur 
eine geringe seitliche Proliferation zeigen, entstehen innerhalb von mehreren Tagen 
um die ursprünglich ausgesäten Drüsenverbände. Bereits makroskopisch sind sie als 
kleine Erhabenheiten zu erkennen. Anhand von Querschnitten der Membraneinsätze 
kann auch die Innenstruktur dieser Kolonien sichtbar gemacht werden: Einschichtige, 
gleichmäßige Reihen kubischer bis hochprismatischer Epithelzellen liegen dem Matri-
gel® auf (Abb. 4.20, S. 69) oder umschließen mit Matrigel® ausgefüllte unregelmäßi-
ge Hohlräume (Abb. 4.24, S. 70) bei 14 und 19 Tage alten Kulturen. In anderen Be-
reichen sind die Epithelzellen mehrreihig ohne erkennbare Polarisation. 
Matrigel® erscheint in der H.-E.-Färbung als teils amorphes, teils faseriges, schwach 
eosinophiles Material. 
Die polarisierten epithelialen Zellen haben einseitig orientierte, ovale, basophile Zell-
kerne. Analog zum In-vivo-Erscheinungsbild wird diese Zellseite daher als basal defi-
niert. Das dunkel eosinophile Zytoplasma zeigt sich feingranulär bis vakuolisiert. Die 
verschieden großen Vakuolen erscheinen als optisch leere Räume, besonders auf der 
dem Kern abgewandten, als apikal definierten Zellseite. 
4.7 Immunhistologie 
4.7.1 Stromazellen 
Die Stromazellen des Stutenendometriums zeigen sich in der Kultur jederzeit intrazy-
toplasmatisch positiv für Vimentin (Abb. 4.9, S. 66). 
Zytokeratin tritt in den kultivierten stromalen Endometriumzellen nicht auf. 
Der Nachweis von α-Aktin fällt unmittelbar nach der Isolierung und Separation der 
Zellen negativ aus. Bei hoher Aussaatdichte (500 Zellen/mm²) zeigen 24 Stunden 
nach der Aussaat ca. 10 % der Stromazellen eine positive intrazytoplasmatische Re-
aktion für α-Aktin. Nach 48 Stunden steigt dieser Anteil auf ca. 20 %, nach 96 Stun-
den auf ca. 50 %. Bei ca. 80 % der dann konfluenten stromalen Zellen lässt sich 
nach einer Woche in der Kultur α-Aktin nachweisen. Werden diese Zellen passagiert, 
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Abb. 4.5: Entwicklung des α-Aktin- und Desmin-Nachweises in kultivierten Stromazellen 
Ähnlich entwickelt sich die Expression von Desmin in den Stromazellen; sie ist je-
doch, wie in Abb. 4.5 dargestellt, im Vergleich zum α-Aktin verzögert. 48 Stunden 
nach der ersten Aussaat ist bei ca. 5 % der Zellen Desmin nachweisbar. Die Anzahl 
positiver Zellen steigt langsam an, um am 20. Tag nach der Isolierung (6 Tage nach 
der 2. Subkultivierung) 100 % zu erreichen. 
4.7.2 Epithelzellen 
Die endometrialen Epithelzellen der Stute zeigen in der Zellkultur, unabhängig von 
der Wachstumsoberflächenbeschichtung, zu jeder Zeit eine intrazytoplasmatische 
Expression von Zytokeratin (Abb. 4.21, S. 69). 
Zum Zeitpunkt der Isolierung ist bei ihnen kein immunhistologischer Nachweis von 
Vimentin möglich. Eine Woche oder länger auf unbeschichteten Kunststoffoberflä-
chen kultivierte epitheliale Endometriumzellen reagieren jedoch intrazytoplasmatisch 
positiv für dieses Intermediärfilament. Auch auf Matrigel®-beschichteten Membranen 
gewachsene Epithelzellen exprimieren Vimentin: In den zuvor beschriebenen (siehe 
Kap. 4.6.2, S. 60) 14 und 19 Tage kultivierten Kolonien kann dabei eine starke basale 
Akkumulation dieses Filamentes beobachtet werden (Abb. 4.22, S. 69). 
Progesteron- und Östrogenrezeptoren sind in den kultivierten Epithelzellen zu keinem 
Untersuchungszeitpunkt (7, 14 und 19 Tage Kultivierung), weder auf unbeschichte-





Stromale Endometriumzellen stellen sich nach 14 bzw. 19 Tagen in der Kokultur mit 
Epithelzellen auf/in Matrigel® in unterschiedlichen Formen dar: als längliche Zellen 
mit teils sehr langen Ausläufern (Abb. 4.16, S. 68) oder als kompakte ovale Zellen 
(Abb. 4.14, S. 67). Die meisten Stromazellen liegen der Wachstumsmembran ohne 
Matrigel®-Bedeckung direkt an. In einigen Fällen sind Durchtritte von Zellausläufern 
oder ganzen Zellen durch die Membranporen zu beobachten. 
Die Zelloberfläche ist überwiegend glatt. Im Zytoplasma finden sich kurze Fragmente 
von rER, Golgi-Apparat und ovale bis längliche Mitochondrien vom Crista-Typ (Abb. 
4.15, S. 68). Sekretvakuolen sind nicht nachweisbar. Die Menge des Zytoplasmas in 
Relation zum Kern variiert. Der runde bis ovale, zentral gelegene Zellkern weist meist 
keine Lappungen auf (Abb. 4.13 bis Abb. 4.15, S. 67 und S. 68). 
4.8.2 Epithelzellen 
Wie bei den lichtmikroskopischen Untersuchungen bereits beschrieben, zeigen 14 
bzw. 19 Tage auf Matrigel®-beschichteten Membraneinsätzen kultivierte epitheliale 
Endometriumzellen Koloniebildungen, bei denen einerseits Bereiche mit ungeordnet 
erscheinenden, unpolarisierten Zellen und andererseits einreihige Zellverbände mit 
gerichteten Zellen um Matrigel®-gefüllte Hohlräume auftreten (Abb. 4.23, S. 69). Die 
überwiegende Anzahl dieser polarisierten Zellen haben einseitig, unterschiedlich dicht 
stehende, kurze Mikrovilli, die teils büschelartige Fortsätze an der Spitze aufweisen 
(Abb. 4.26, S. 70). Kinozilien-tragende Zellen sind nur ganz vereinzelt nachweisbar. 
Manchmal sind große Protrusionen der apikalen Zelloberfläche zu beobachten (Abb. 
4.29, S. 71). 
Als laterale Zellverbindungen können im apikalen Bereich regelmäßig Zonulae occlu-
dentes mit tight junctions und Zonulae adhaerentes nachgewiesen werden (Abb. 
4.31, S. 72). Weiter basal, direkt anschließend, finden sich Desmosomen zwischen 
den kultivierten Epithelzellen (Abb. 4.32, S. 71). Einfache und komplexe Interdigitati-
onen als enge Verzahnungen der lateralen Zellmembranen treten über die gesamte 
Seite auf (Abb. 4.33, S. 72). Fingerförmige basolaterale Einfaltungen der Zellmemb-
ranen mit deutlichen Spaltbildungen zwischen den Zellen sind insbesondere an Epi-
thelzellen in den nicht polarisierten Bereichen zu beobachten (Abb. 4.34, S. 72). 
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Elektronenoptisch leere Sekretionsvesikel finden sich in verschiedensten Größen, ins-
besondere im apikalen Bereich der meisten Zellen (Abb. 4.35, S. 73). Glykogengranu-
la können nicht nachgewiesen werden. 
Als Zellorganellen sind in allen kultivierten Epithelzellen rER, ein Golgi-Apparat und 
Mitochondrien erkennbar. Dabei liegt das rER meist in kurzen Fragmenten vor; aber 
auch konzentrische Anordnungen langer Zisternen sind zu finden (Abb. 4.36, S. 73). 
Des Weiteren sind freie Ribosomen und Polyribosomen zu beobachten. Die Mito-
chondrien sind überwiegend vom ovoiden Crista-Typ (Abb. 4.37, S. 73); seltener tre-
ten auch welche der filamentösen Form auf. 
Die Gestalt des im Falle der polarisierten Zellen basal gelegenen Kerns der Epithelzel-
len variiert von länglich oval bis rund (Abb. 4.23, S. 69 und Abb. 4.29, S. 71). Teils 
weisen die Kerne flache Einkerbungen auf. 
Die beschriebenen morphologischen Befunde lassen sich sowohl in Monokulturen der 
Epithelzellen, als auch in der Kokultivierung mit Stromazellen erheben. Eindeutige 
Unterschiede in der Morphologie der Epithelzellen treten im Vergleich der beiden Kul-
tursysteme nicht auf. Direkte Zell-zu-Zell-Verbindungen zwischen epithelialen und 
stromalen Endometriumzellen sind in dem verwendeten Kokulturmodell nicht eindeu-
tig nachweisbar. 
4.9 Rasterelektronenmikroskopie 
Als Schwierigkeit bei der Präparation für die REM trat die Einrollung der aus den Zy-
lindern herausgeschnittenen Membranen bei der CPD auf. Durch vorsichtige Ausbrei-
tung beim Aufkleben auf die Probenhalter konnte jedoch eine Schädigung der Präpa-
rate vermieden werden. 
4.9.1 Stromazellen 
Die stromalen Endometriumzellen wachsen flach auf den Membraneinsätzen und zei-
gen eine unregelmäßige Sternform ohne Oberflächenmodifikationen (Abb. 4.10, S. 
66). Ihre Zellausläufer zweigen sich teils fingerförmig auf. 
4.9.2 Epithelzellen 
Die auf Membraneinsätzen mit Matrigel® für 19 Tage kultivierten equinen endometri-
alen Epithelzellen stellen sich als hutartig vorgewölbte Strukturen dar, bestehend aus 
bis zu mehreren 100 Zellen (Abb. 4.25, S. 70). Um diese Ansammlungen wirkt das 
Matrigel® gitterartig zusammengezogen. Die Zellen zeigen mittels REM deutlich dar-
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stellbare Oberflächenmodifikationen: Zahlreiche Zellen tragen Mikrovilli; teils können 
bei diesen große, apikale, rundliche Protrusionen beobachtet werden (Abb. 4.30, S. 
71). Vereinzelt sind runde, zilierte Zellen nachweisbar (Abb. 4.27, S. 73). Die kulti-
vierten epithelialen Zellen haben deutlich sichtbare Zellgrenzen und weisen einen 
polygonalen Querschnitt auf. An den Schnittpunkten der Zellen sind manchmal Ein-
senkungen erkennbar (Abb. 4.28, S. 70). 
4.10 Hypoxie 
Parallel unter normoxischen (Raumluft + 5 % CO2) und hypoxischen Bedingungen (1 
% O2 + 5 % CO2 + 94 % N2) kultivierten frisch isolierten endometrialen Stromazellen 
zeigen sich immunhistologisch Unterschiede in der α-Aktin- und Desmin-Expression: 
Wie auch im Kap. 4.7.1 (S. 61) bereits dargestellt und in Abb. 4.6 ersichtlich, zeigen 
sich bei hoher Aussaatdichte (500 Zellen/mm2) unter Normoxie nach 24 Stunden 10 
% der Zellen positiv. Dieser Anteil steigt auf das Doppelte bei geringer Aussaatdichte 
(5 Zellen/mm2) unter normalen Kulturbedingungen. Nach 96 Stunden sind die Hälfte 
der Zellen positiv für α-Aktin. Desmin ist erst bei den 96 Stunden kultivierten Zellen 






















Abb. 4.6: Anteil α-Aktin bzw. Desmin exprimierender Stromazellen nach 24 bzw. 96 Stunden bei 
Normoxie und Hypoxie 
Unter hypoxischen Bedingungen liegt der Anteil α-Aktin-positiver Zellen bereits nach 
24 Stunden, unabhängig von der Aussaatdichte, bei 25 %. Desmin ist zu diesem 
Zeitpunkt nicht nachweisbar. Nach 96 Stunden in der Hypoxiekammer zeigen die 
Stromazellen deutliche Degenerationsanzeichen: Sie haben kaum noch Zellausläufer 
und runden sich ab, bleiben jedoch adhärent. Immunhistologisch sind 75 % dieser 
Zellen positiv für α-Aktin; Desmin lässt sich bei 5 % der Zellen nachweisen. 
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Abb. 4.7: Stromazellen liegen unmittelbar nach der 
enzymatischen Verdauung als Einzel-






Abb. 4.8: Einige Stromazellen zeigen 12 h nach der 
Passagierung eine Streckung zur Spindel-
form mit Bildung von Fortsätzen (schwar-
ze Pfeile), andere sind noch abgerundet 
(weiße Pfeile). 




Abb. 4.9: Deutlicher intrazytoplasmatischer Nach-
weis von Vimentin in den Stromazellen 




Abb. 4.10: Sternförmige Stromazellen (schwarze 
Pfeile) (darunter Löcher [weiße Pfeile] 
der Membran erkennbar) 











Abb. 4.11: Konfluente Stromazellen mit wirbeligem, 
fischzugartigem Wachstumsmuster 






Abb. 4.12: Bündelartige Anhäufungen (Pfeile) mit 
übereinanderwachsenden Stromazellen 





Abb. 4.13: Langgestreckte Stromazelle mit längs-
ovalem Kern (K) 
(P0, 14 d, Matrigel®, TEM, Balken 
5 µm) 
Abb. 4.14: Kompakte Stromazelle mit ovalem 
Kern (K)  







Abb. 4.15: Stromazelle mit ovalem Kern (K), rER 
(schwarze Pfeile) und Mitochondrien 
(weiße Pfeile) 




Abb. 4.16: Fortsatz einer Stromazelle (darunter 
Membrananschnitt [MEM] erkennbar) 
(P0, 14 d, Matrigel®, TEM, Balken 
5 µm) 
 





Abb. 4.18: Radiär proliferierende Epithelzellen um 
zentral gelegenen Drüsenverband (D) 






Abb. 4.19: Polygonale Epithelzellen verschiedener 
Größe mit deutlichen Nucleoli (Pfeile) 
(P0, 10 d, unbeschichtet, Toloidinblau-







Abb. 4.20: Ausbildung einer einschichtigen, kubi-
schen Zellreihe mit basalen Zellkernen 
(Pfeile) bei Matrigel®-Beschichtung 
(Matrigel®[M] - faseriges, eosinophiles 
Material, darunter Membran [MEM]) 
(P0, 19 d, Matrigel®, H.-E.-Färbung, 
Gerätevergrößerung 125x) 
 
Abb. 4.21: Deutlicher intrazytoplasmatischer 
Nachweis von Zytokeratin in den Epi-
thelzellen 
(P0, 14 d, Matrigel®, IHC Zytokeratin 
AE1/3, Gerätevergrößerung 125x) 
Abb. 4.22: Basale Vimentin-Akkumulation in den 
Epithelzellen 
(P0, 19 d, Matrigel®, IHC Vimentin, 
Gerätevergrößerung 125x) 
 
Abb. 4.23: Polarisierte Epithelzellen in einer Reihe 
mit basalem Kern (K) (darüber Lumen 
[L] darunter Matrigel®[M]) 









Abb. 4.24: Organoidbildung: polarisierte Epithelzel-
len (P) umschließen Matrigel®(M)-
gefüllte Hohlräume; daneben Bereiche 
mit unpolarisierten Epithelzellen (U) 
(darunter Membran [MEM]) 







Abb. 4.25: Hutförmig aufgewölbtes Epithelzellprolife-
rat (darum herum gitterartig 
zusammengezogenes Matrigel® [M]) 






Abb. 4.26: Mikrovilli an der Zelloberfläche von Epi-
thelzellen 
(P0, 19 d, Matrigel®, TEM, Balken 
0,8 µm) 
 
Abb. 4.27: Zwischen Zellen mit Mikrovilli (MV) 
Nachweis einzelner zilierter Epithel- 
zellen (Pfeil) 







Abb. 4.28: Deutlich erkennbare Grenzen zwischen 
den polygonalen, mikrovillitragenden 
Epithelzellen (MV); Einsenkung zwi-
schen den Zellen (Pfeil) 





Abb. 4.29: Epithelzellen mit apikalen Protrusionen 
(P) (basaler Kern [K] der Zellen, darun-
ter Matrigel® [M]) 






Abb. 4.30: Epithelzellen mit Mikrovilli (MV)  und 
Protrusionen (P) der Zelloberfläche 









Abb. 4.31: Zonula occludens mit tight junctions 
(weißer Pfeil) und Zonula adhaerens 
(schwarzer Pfeil) als lumennahe Ver-
bindung zwischen den Epithelzellen 






Abb. 4.32: Laterale Verbindungen zwischen den 
Epithelzellen durch Desmosom (Pfeil) 
(P0, 19 d, Matrigel®, TEM, Balken 
0,3 µm) 
 
Abb. 4.33: Durch Interdigitation laterale Verbin-
dung zwischen den Epithelzellen 






Abb. 4.34: Unpolarisierte Epithelzellen (Kerne [K]) 
mit fingerförmigen Einfaltungen der 
Zellmembran und deutlichen interzellu-
lären Spaltbildungen (Pfeile)  








Abb. 4.35: Sekretvakuolen (Pfeile) im apikalen 
Zytoplasma einer Epithelzelle mit Mikro-
villi (MV) 







Abb. 4.36: Konzentrisch angeordnetes rER (Pfeil) 
in einer Epithelzelle 





Abb. 4.37: Mitochondrien (Pfeile) vom ovoiden 
Crista-Typ in einer Epithelzelle 








5.1 Ziel der Arbeit 
Zielsetzung der vorgestellten Arbeit war die Etablierung und Validierung einer Zellkultur 
isolierter equiner endometrialer Epithel- und Stromazellen für morphologische und funk-
tionelle Untersuchungen. 
5.2 Beurteilung des Materials 
Da die Zielstellung der vorgelegten Arbeit in erster Linie in der Methodenetablierung  
lag, wurden die Spenderstuten nur partiell selektiert. Ausschließlich Hinweise auf eine 
entzündliche Erkrankung bei der histopathologischen Beurteilung der Endometriumbiop-
tate hätten zum Ausschluss des Materials für die Zellisolierung geführt. 
Für weiterführende funktionelle Untersuchungen in diesem Zellkulturmodell (siehe Kap. 
5.7.4, S. 90) sollte der Zyklusstand der Stute (beurteilbar anhand des Ovarbefundes, 
des histopathologischen „datings“ des Endometriums und der Serumhormonwerte) zum 
Zeitpunkt der Gewebeentnahme Berücksichtigung finden, um zyklusabhängige Variatio-
nen im Zellverhalten, wie sie bei humanen Endometriumzellen in der Kultur beschrieben 
sind (LIU u. TSENG 1979, FLEMING u. GURPIDE 1982, MATTHEWS et al. 1992), auszu-
schließen. Das Vorliegen einer Endometrose wäre, je nach Fragestellung, als Aus-
schlusskriterium zu werten. 
 
Die Ergebnisse zeigen, dass sich Endometriumbioptate für die Isolierung epithelialer 
und stromaler Zellen zum Zwecke der Kultivierung in quantitativer und qualitativer Hin-
sicht sehr gut eignen. Endometriumbioptate kommen in den wenigen Berichten über In-
vitro-Beschreibungen des Stutenendometriums (WATSON et al. 1992, BRADY et al. 
1992, DAY et al. 1998) und auch für die Gewinnung von Zellkulturen in der humanme-
dizinischen Forschung zum Einsatz (OSTEEN et al. 1989, BENTIN-LEY et al. 1995, 
MERVIEL et al. 1995). 
Im Vergleich zu ganzen Organen liegt die Menge der gewinnbaren Zellen bei Bioptaten 
deutlich niedriger, jedoch bietet diese Art der Materialentnahme auch eindeutige Vortei-
le: 
- Die Biopsie kann am lebenden, unsedierten Tier erfolgen. Die Entnahme, wie sie 
hauptsächlich zu diagnostischen Zwecken vorgenommen wird, ist dabei als wenig 
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invasiver Routineeingriff zu werten. Dass sich selbst eine wiederholte Probenge-
winnung innerhalb eines kurzen Zeitraumes nicht negativ auf die Reproduktions-
aussichten der Stute auswirkt, zeigen WATSON und SERTICH (1992). 
- Das Bioptat wird unmittelbar nach Entnahme in gekühlte Pufferlösung überführt. 
Die Größe des Bioptates erlaubt eine schnelle Durchkühlung und Benetzung des 
gesamten Gewebes. Bei der Verwendung durch Schlachtung oder Tötung der 
Tiere gewonnener Uteri vergeht aus praktischen Gründen eine gewisse Zeit zwi-
schen Sistieren der Blutzirkulation und Entnahme des Organs. Des Weiteren wird 
durch die Größe der Uteri eine rasche Durchkühlung und Benetzung aller Zellen 
verhindert. Daher unterliegen die Zellen des auf diese Art entnommenen Gewe-
bes bereits einer gewissen Autolyse zu Beginn der Isolierung. Einmalig stand der 
Uterus einer vor 2 Stunden euthanasierten Stute zur Verfügung; es konnten je-
doch weder vitale Stroma- noch Epithelzellen isoliert werden. Die bei Tötung von 
Tieren zum Einsatz kommenden Euthanasiemittel führen möglicherweise zusätz-
lich zu einer starken Zellschädigung, die die Zellen für die Kultivierung unbrauch-
bar macht. 
- Die Entnahme der Endometriumbioptate erfolgt unter sterilen Kautelen. Somit ist 
die Gefahr einer bakteriellen Kontamination (sofern nicht eine intrauterine Infek-
tion vorliegt) im Rahmen der Gewebegewinnung gering. Keimfreiheit ist aus 
praktischen Gründen bei der Entnahme ganzer Organe auf dem Schlachthof nicht 
immer zu gewährleisten. 
 
Die Vorteile der Biopsie hinsichtlich einer Minimierung der Zellschäden bis zur Isolierung 
und weitgehende Keimfreiheit bei der Entnahme sowie eine hohe Zellausbeute aus ei-
nem ganzen Organ lassen sich durch Verwendung mittels Hysterektomie gewonnener 
Uteri verbinden (SATYASWAROOP et al. 1979, BOWEN et al. 1996, GALABOVA-KOVACS 
et al. 2004). Ein solcher operativer Eingriff findet, im Gegensatz zu anderen Spezies, bei 
der Stute in der Regel nur bei hochgradigen pathologischen Veränderungen des Uterus 
(z.B. Pyometra, Torsion, Hämatom, Fruchtmazeration) statt (SANTSCHI et al. 1995, 
ROTTING et al. 2004). Derartig geschädigte Gewebe sind jedoch sehr wahrscheinlich 
als ungeeignet für die Zellkultur anzusehen. 
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5.3 Isolierungs- und Separationsmethode 
Wie die Ergebnisse der Vitalitätsbestimmung zeigen, sinkt die Überlebensrate der iso-
lierten Zellen aus dem endometrialen Gewebe in Abhängigkeit von der Dauer zwischen 
Entnahme des Gewebes bzw. Tod des Tieres und Beginn der Verarbeitung im Labor. 
Die stromalen Zellen zeigen sich dabei deutlich robuster, d.h. die Überlebensraten sind 
im Vergleich zu denen der Epithelzellen höher. 
Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die Aufbereitung des Gewebes für die Zellkultur 
innerhalb kürzester Zeit erfolgen sollte, um eine optimale Zellausbeute zu erreichen. 
 
Die von zahlreichen Autoren (SATYASWAROOP et al. 1979, VARMA et al. 1982, 
WATSON et al. 1992, CLASSEN-LINKE et al. 1997, ARNOLD et al. 2001) genutzte me-
chanische Zerkleinerung endometrialen Gewebes mit anschließender Kollagenase-
Verdauung fand aufgrund guter Resultate bei der Gewebedissoziation in der eigenen 
Arbeit Anwendung. Die Stromazellen lagen danach, wie bei den oben genannten Unter-
suchungen, als Einzelzellen vor, während der Großteil der epithelialen Zellen in Drüsen-
verbänden unterschiedlicher Größe zusammenhaftete. Die nicht vollständige Auftren-
nung dieser Zellverbände wird als wichtiger Faktor für die Vitalität und Proliferationska-
pazität der endometrialen Epithelzellen angesehen (MATTHEWS et al. 1992, CLASSEN-
LINKE et al. 1997). VIGANO et al. (1993) hingegen propagieren eine Vereinzelung der 
Epithelzellen durch eine Trypsin-Behandlung der isolierten Drüsenfragmente, um für 
bestimmte biochemische Untersuchungen (z.B. Messung von Hormonproduktion oder 
Rezeptorbindung) genaue Zellzahlen bestimmen zu können. Die so gewonnen epithelia-
len Zellen haben eine Vitalität von 60 % und können als Monolayer auf Kunststoffober-
flächen kultiviert werden. Aussagen zur Plattiereffizienz werden jedoch nicht getroffen. 
 
Für die Separation der epithelialen und stromalen Endometriumzellen werden in der 
Literatur verschiedene Verfahren beschrieben. 
WATSON et al. (1992) geben bei der von ihnen verwendeten Sedimentation zur Tren-
nung von stromalen und epithelialen Zellen des Stutenendometriums eine Kreuzkonta-
mination von unter 5 % zwischen den beiden Zellpopulationen an. In den eigenen Un-
tersuchungen führte diese Methode zu unbefriedigenden Ergebnissen bezüglich Zell-
ausbeute und Reinheit der Zellfraktionen. 
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Auch bei Nutzung der Filtration durch ein Sieb mit 30 µm Porenweite, wie von TIEMANN 
et al. (1994) bei Rinderuteri beschrieben, war der Gehalt an stromalen Zellen in der Epi-
thelzellfraktion unbefriedigend hoch. Ebenso fielen die Ergebnisse bei der alleinigen dis-
kontinuierlichen Dichtegradientenzentrifugation, die auch für die Auftrennung der Zell-
populationen der menschlichen Prostata (LIU et al. 1997) verwendet wird, in den eige-
nen Untersuchungen aus. 
Um eine möglichst vollständige Trennung zwischen den beiden Zellpopulationen zu er-
zielen, wurden in der vorgelegten Arbeit verschiedene Methoden kombiniert: 
- mechanische Zerkleinerung 
- enzymatische Verdauung 
- Filtration 
- diskontinuierliche Dichtegradientenzentrifugation 
- Filtration der Stromazellfraktion 
- Differenzialadhärenz 
Diese Verfahrenskombination ist bisher für die Separation endometrialer Epithel- und 
Stromazellen nicht beschrieben worden. Sie liefert Zellfraktionen hoher Reinheit: Die 
Kreuzkontamination mit stromalen Zellen in der Epithelzellfraktion liegt bei nur 1-2 %. 
Diese ist wahrscheinlich auf die den Drüsenverbänden anhaftenden oder dazwischen 
liegenden Stromazellen zurückzuführen. Bei der Stromazellfraktion können nach der 
Differenzialadhärenz nur noch 1-2 % Zytokeratin-positive Zellen nachgewiesen werden. 
Somit liegt die mit der entwickelten Isolierungs- und Separierungsmethode erreichte 
Reinheit der beiden Zellfraktionen bei ≥ 98 % und damit teils deutlich über den Ergeb-
nissen anderer Autoren bei Endometriumzellen der Stuten und anderer Spezies (BRADY 
et al. 1992, WATSON et al. 1992, VIGANO et al. 1993, BHARGAVA PERIWAL et al. 







5.4 Morphologie der kultivierten Endometriumzellen 
Über die Morphologie endometrialer Zellen der Stute in vivo auf licht- und elektronen-
mikroskopischer Ebene existieren zahlreiche Untersuchungen (KENNEY 1978, SAMUEL 
et al. 1979, BRUNCKHORST et al. 1991, FERREIRA-DIAS et al. 1994, RAILA 2000). Be-
schreibungen über das Aussehen kultivierter equiner Endometriumzellen sind dagegen 
nur wenige vorhanden (WATSON et al. 1992, BRADY et al. 1992, BRADY et al. 1993, 
DAY 2006). Die vorgelegte Arbeit beschreibt erstmals detailliert licht- und elektronen-
mikroskopische Befunde endometrialer Epithel- und Stromazellen der Stute in vitro. 
5.4.1 Epithelzellen 
Die isolierten Epithelzellen der Stute liegen überwiegend in Drüsenverbänden vor. Diese 
zeigen bereits einen Tag nach der Aussaat eine Abflachung und ein radiäres Wachstum 
von Zellen. Auf unbeschichteten Kunststoffoberflächen bildet sich daraus nach einiger 
Zeit ein durchgehender Rasen dicht an dicht liegender, flacher, polygonaler Zellen. Die 
gleichen Beobachtungen machen WATSON et al. (1992) bei der Kultivierung equiner 
epithelialer Endometriumzellen; sie decken sich mit den Beschreibungen des Wachs-
tumsmusters endometrialener Epithelzellen anderer Spezies (SATYASWAROOP et al. 
1979, RICKETTS et al. 1983, ZHANG et al. 1991). 
5.4.1.1 Polarisation 
Bei Bereitstellung von ECM in Form von Matrigel® bilden die Epithelzellen des Stutenen-
dometriums hutartig aufgewölbte Kolonien. Einschichtige, polarisierte Zellreihen um-
schließen darin Matrigel®-gefüllte Hohlräume. Diese Formationen können als Organoide 
bezeichnet werden, wie sie auch bei humanen Endometriumepithelzellen in vitro gefun-
den werden (RINEHART, JR. et al. 1988, BLÄUER et al. 2005). Die daran beteiligten 
Zellen zeigen eine Polarisation mit basalen Zellkernen und Ausbildung von Mikrovilli an 
der apikalen Seite. Als weitere Kennzeichen der Polarisation sind laterale Zellverbind-
ungen in Form von Interdigitationen, Zonulae occludentes und adhaerentes sowie Des-
mosomen anzutreffen. Zu ähnlichen Ergebnissen kommen BRADY et al. (1993), die bei 
auf Matrigel® kultivierten uterinen Epithelzellen der Stute ebenfalls Mikrovilli, tight junc-
tions und Desmosomen finden. Das apikale Auftreten von Sekretionsvesikeln ist ein wei-
terer Beweis der polaren Differenzierung der kultivierten Zellen. Diese Ergebnisse bei 
equinen Endometriumzellen sind vergleichbar mit den Befunden kultivierter uteriner 
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Epithelzellen anderer Spezies (GLASSER et al. 1988, NEGAMI u. TOMINAGA 1989, 
MUNSON et al. 1990, ZHANG u. DAVIS 2000). 
Die Polarisation endometrialer Epithelzellen in vitro ist als wichtiges Differenzierungskri-
terium für den Vergleich mit der In-vivo-Situation anzusehen. Sie ist als essentieller Pa-
rameter für die Verwendbarkeit der Zellkultur als morphologisches und teils auch funk-
tionelles Modell des Endometriums zu betrachten. In humanen Endometriumzellkulturen 
ist die Ausbildung einer zellulären Polarität mit deren Ansprechbarkeit gegenüber Hor-
monen assoziiert (KIRK u. ALVAREZ 1986, COOKE et al. 1986). 
Neben der morphologischen spielt auch die funktionelle Polarität kultivierter Zellen eine 
große Rolle. Zu deren Überprüfung können pH-Wert-Differenzen zwischen dem basalen 
und apikalen Mediumkompartiment bei Verwendung von Membraneinsätzen und die 
Entwicklung des transepithelialen elektrischen Widerstandes im Verlauf des Wachstums 
herangezogen werden. Des Weiteren ist dafür die Analyse von Sekretions- bzw. Auf-
nahmeleistungen der Zellen und ihren Unterschieden zwischen der apikalen und basa-
len Zellseite interessant (GLASSER et al. 1988). 
5.4.1.2 Immunhistologie 
Die Epithelzellnatur der equinen Endometriumepithelzellen in vitro kann durch positiven 
Zytokeratin-Nachweis zu jedem Kultivierungszeitpunkt bestätigt werden. Das entspricht 
den In-vivo-Befunden (AUPPERLE et al. 2004). Zusätzlich kann bei den kultivierten Epi-
thelzellen Vimentin nachgewiesen werden. Diese Koexpression wird auch bei Epithelzel-
len des Endometriums anderer Spezies in der Zellkultur beschrieben (MUNSON et al. 
1988, ZHANG et al. 1991, CLASSEN-LINKE et al. 1997, GALABOVA-KOVACS et al. 2004). 
Allgemein ist das Auftreten von Vimentin in epithelialen Zellkulturen zahlreicher Tierar-
ten bekannt und wird in Zusammenhang mit der Zellproliferation oder der Anpassung 
an das Wachstum in vitro angesehen (FRANKE et al. 1979). Physiologisch tritt Vimentin 
bei der Stute in den endometrialen Epithelzellen in vivo, im Gegensatz zur Frau, nicht 
auf (MATTHEWS et al. 1992, NISOLLE et al. 1995, AUPPERLE et al. 2004). Die basale 
Konzentration des Vimentins in den eigenen Kulturzellen entspricht dem beobachteten 
Ablagerungsmuster dieses Intermediärfilaments bei von Endometrose betroffenen Epi-
thelien (AUPPERLE et al. 2004). Dieser Umstand weist wahrscheinlich auf für die nor-
male Differenzierung der Zellen ungeeignete Milieubedingungen in vivo und in vitro hin. 
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Bei der Endometrose werden veränderte Hormon- und Mediatoreneinwirkungen auf die 
Epithelzellen als Auslöser für die Fehldifferenzierung diskutiert (RAILA 2000). 
Aufgrund der Koexpression von Vimentin und Zytokeratin in den kultivierten Epithelzel-
len kann Vimentin nicht als Unterscheidungsmarker von stromalen Zellen eingesetzt 
werden. Das Fehlen einer Zytokeratinexpression der Stromazellen in der Kultur zu je-
dem Untersuchungszeitpunkt lässt den Zytokeratinnachweis als einfachste Methode zur 
Differenzierung zwischen beiden Zelltypen und zur Reinheitsbestimmung der isolierten 
Zellfraktionen erscheinen. 
Auch hinsichtlich der Steroidhormonrezeptor-Expression gibt es Ähnlichkeiten zwischen 
den kultivierten Zellen und den endometrotisch veränderten Drüsenzellen. Der immun-
histologische Nachweis von Östrogen- und Progesteronrezeptoren gelingt in den eige-
nen Untersuchungen zu keinem Kultivierungszeitpunkt – weder bei polarisierten noch 
unpolarisierten Epithelzellen. Bei der Endometrose wird teils eine deutlich verminderte 
bis ganz fehlende Expression der Rezeptoren beobachtet (AUPPERLE et al. 2000). Der 
Grund für die fehlende Nachweisbarkeit der Hormonrezeptoren in den eigenen Untersu-
chungen bleibt abzuklären. Auch bei epithelialen Endometriumzellen der Frau können 
ohne Hormonzusatz im Kulturmedium keine Rezeptoren für Progesteron nachgewiesen 
werden; erst bei Zugabe von 17-β-Östradiol tritt eine deutliche Immunoreaktivität für 
Progesteronrezeptoren auf (CLASSEN-LINKE et al. 1997). Bei Endometriumepithelzellen 
des Meerschweinchens sind Progesteronrezeptoren einige Zeit nach Progesteronzugabe 
nicht mehr nachweisbar (MAHFOUDI et al. 1991). Die qualitative und quantitative Un-
tersuchung der Transkription dieser Hormonrezeptoren mittels PCR an den kultivierten 
equinen Endometriumzellen unter verschiedenen Hormoneinflüssen könnte entschei-
dende Hinweise auf die Modellfunktion der Zellkultur liefern. 
5.4.1.3 Differenzierung 
Morphologische Charakteristika der Polarisation (Ausbildung von Mikrovilli und Zellver-
bindungen in Form von Interdigitationen, Zonulae occludentes und adhaerentes, Des-
mosomen, Bildung von Organoiden und Nachweis von Zytokeratin) können als Kriterien 
einer fortgeschrittenen epithelialen Differenzierung gewertet werden. Der Bereitstellung 
der ECM in Form von Matrigel® wird dabei eine große Bedeutung beigemessen 
(MAHFOUDI et al. 1992, ARNOLD et al. 2001). So zeigen die Epithelzellen bei Wachs-
tum auf unbeschichteten Plastikoberflächen eine Ausbreitung als flache Monolayer, was 
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als Deadaptation oder möglicherweise auch Entdifferenzierung interpretiert wird. Die 
Kultivierung auf Plastik bietet jedoch den Vorteil, dass das Kultursystem nicht durch 
Bestandteile der ECM beeinflusst wird, sondern ausschließlich durch die Mediumzusam-
mensetzung. 
Das Auftreten des Intermedärfilamentes Vimentin im Laufe der Kultivierung der epithe-
lialen Zellen und das Fehlen von Progesteron- und Östrogenrezeptoren, auch in Anwe-
senheit von Matrigel®, ist als Zeichen einer Deadaptation anzusehen und vermutlich 
reversibel. Die Abklärung funktioneller Differenzierungsleistungen könnte z.B. anhand 
der Sekretion spezieller Proteine wie Uteroferrin und Uterokalin (SUIRE et al. 2001, 
HOFFMANN 2006) durch die kultivierten Endometriumepithelzellen untersucht werden. 
5.4.2 Stromazellen 
Die spindelige bis sternförmige Gestalt der kultivierten equinen Stromazellen wird auch 
von WATSON et al. (1992), die bisher als einzige die Kultur dieses endometrialen Zell-
typs der Stute beschrieben haben, gefunden und entspricht den Befunden der Kulturen 
stromaler Endometriumzellen anderer Spezies (HOLINKA u. GURPIDE 1987, CHERNY u. 
FINDLAY 1990, ZHANG et al. 1991). Auch die erstmals untersuchte Ultrastruktur mit 
intrazytoplasmatischem Nachweis von rER, Golgi-Apparat und Mitochondrien und feh-
lenden Oberflächenmodifikationen findet sich bei uterinen Stromazellen anderer Spezies 
wieder (KIRK et al. 1978, RICKETTS et al. 1983, ZHANG et al. 1991). 
5.4.2.1 Immunhistologie 
Immunhistologisch sind die kultivierten stromalen Zellen der Stute zu jedem Kulturzeit-
punkt durch einen positiven Vimentinnachweis charakterisiert, was jedoch, wie oben 
aufgeführt (s. Kap. 5.4.1.2, S. 79), nicht als Unterscheidungsmerkmal gegenüber den 
Epithelzellen herangezogen werden kann. Wie bei den epithelialen Zellen diskutiert, fin-
den sich auch bei den kultivierten Stromazellen immunhistologisch keine Östrogen- und 
Progesteronrezeptoren, was möglicherweise methodisch bedingt ist. D.h., die Änderung 
der Kultivierungsbedingungen (Mediumzusammensetzung) und/oder -dauer könnte die 
Ausbildung der Hormonrezeptoren fördern. Auch die Wahl anderer (molekularbiologi-




Die isolierten stromalen Endometriumzellen exprimieren bereits nach kurzer Kultivie-
rungszeit α-Aktin sowie teilweise auch Desmin und können daher als Myofibroblasten 
angesprochen werden. 
In vivo kann eine Desmin-Expression der Stromazellen im Winteranöstrus und bei en-
dometrialen Fehldifferenzierungen auftreten (ELLENBERGER et al. 2002, AUPPERLE et 
al. 2003). Im puerperalen Endometrium der Stute wird auch nach peripartalen Störun-
gen dagegen kein Auftreten von Desmin oder α-Aktin in den Stromazellen (außerhalb 
von Endometrosearealen) beobachtet (STEIGER 2002). Im Rahmen der Wundheilung 
mit Granulationsgewebsbildung nach minimalinvasiven chirurgischen Eingriffen treten 
α-Aktin- und Desmin-positive Stromazellen im Endometrium der Stute auf (STIEF 
2006). Die an der Endometrose beteiligten Stromazellen differenzieren sich über Zwi-
schenstufen als Endstadium bei fortgeschrittenen Fibrosen zu Myofibroblasten mit α-
Aktin- und/oder Desmin-Expression (EVANS et al. 1998, RAILA 2000, WALTER et al. 
2001a). 
Die Ursache für die Myofibroblastendifferenzierung der Stromazellen in vitro ist wahr-
scheinlich in den Isolierungs- und Kulturbedingungen zu suchen, die als Stressfaktoren 
für die Zellen fungieren. Dass es sich um ein selektives Wachstum primär bereits 
α-Aktin und Desmin exprimierender Zellen (z.B. Stromazellen aus endometrotischen 
Arealen oder Perizyten) handeln könnte, ist unwahrscheinlich, da bei dem verwendeten 
endometrosefreien Endometriumgewebe unmittelbar nach der Isolierung keines der 
beiden Intermediärfilamente nachweisbar ist. Wahrscheinlich ist der Verlust der Zell-zu-
Zellkontakte im Rahmen der Isolierung als wichtigster Faktor für die Myofibroblastendif-
ferenzierung der Stromazellen in der Kultur zu werten. Dies ist vermutlich auch als ent-
scheidendes auslösendes Moment der Umdifferenzierung von fibroblastenartigen Zellen 
allgemein zu Myofibroblasten im Rahmen der Wundheilung anzusehen (MASUR et al. 
1996). Korneale Fibroblasten zeigen in der Kultur eine deutlich höhere Myofibroblasten-
differenzierungsrate, wenn sie mit einer geringeren Dichte ausgesät werden (MASUR et 
al. 1996). Auch in den eigenen Untersuchungen konnten ähnliche Ergebnisse bei endo-
metrialen Stromazellen erzielt werden: Nach 24 Stunden exprimieren unter normoxi-
schen Kulturbedingungen gehaltene Zellen bei dichter Aussaat (500 Zellen/mm2) nur 10 
% der Zellen α-Aktin, im Vergleich zu 20 % bei geringerer Aussaatdichte (5 Zel-
len/mm2). Nach 96 Stunden ist allerdings kein Unterschied in der α-Aktin-Expression 
DISKUSSION 83 
zwischen den Aussaatdichten mehr nachweisbar. Allgemein wird ein die myofibroblasti-
sche Differenzierung von Fibroblasten auslösender Effekt verschiedener Zytokine und 
Mediatoren diskutiert. Insbesondere transforming growth factor (TGF-β), granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), platelet-derived growth factor (PDGF), 
tumor necrosis factor α (TNF-α), Interleukine und Heparin werden dabei in Betracht 
gezogen (SAPPINO et al. 1990, DESMOULIÈRE u. GABBIANI 1995, PHAN 1996). An-
hand von Biopsiematerial erfolgt durch SEVERIN et al. (2006) die Abklärung des Auftre-
ten einiger dieser Faktoren im Stutenendometrium in vivo. 
Die schnelle Umwandlung der isolierten Stromazellen zu Myofibroblasten unter den ver-
wendeten Kulturbedingungen ist als nachteilig für Pathogenesestudien zur Endometrose 
anzusehen. Die Modifikation verschiedener Faktoren (z.B. Medienzusätze wie Hormone, 
serumfreies Medium) könnte möglicherweise die Stromazellen in der Kultur länger im 
Normalzustand halten oder die Myofibroblastendiffenzierung sogar rückgängig machen. 
Dass sie potenziell reversibel ist und keine terminale Differenzierung der Stromazellen 
darstellt, zeigt sich anhand des temporären Auftretens während des Winteranöstrus und 
der Wundheilung (AUPPERLE et al. 2003, STIEF 2006). Fibroblasten der Kornea in der 
Zellkultur können nach einer Myofibroblastendifferenzierung durch Subkultivierung mit 
hoher Aussaatdichte ihre α-Aktin-Expression innerhalb kurzer Zeit wieder verlieren 
(MASUR et al. 1996). Bei Fibroblasten nimmt sie auch unter dem Einfluss von γ-
Interferon ab (DESMOULIÈRE u. GABBIANI 1995). 
Daher sollte für funktionelle Untersuchungen an equinen endometrialen Stromazellen 
immer die Aussaatdichte Berücksichtigung finden. Welche der genannten oder ob noch 
andere Faktoren eine Rolle bei der Myofibroblastendifferenzierung endometrialer Stro-
mazellen der Stute in der Zellkultur eine Rolle spielen, bleibt abzuklären. Die Ergebnisse 
solcher Untersuchungen könnten entscheidende Hinweise auf die Pathogenese der En-
dometrose liefern. 
5.4.2.2.1 Hypoxie 
Es konnte gezeigt werden, dass unter hypoxischen Bedingungen stromale Endometri-
umzellen der Stute schneller zu Myofibroblasten differenzieren als bei Normoxie, ermit-
telt anhand des Vergleichs des Anteils α-Aktin-positiver Zellen nach gleicher Kultivie-
rungsdauer. Die Aussaatdichte scheint unter diesen Bedingungen keinen Einfluss auf die 
Myofibroblastendifferenzierung zu haben. Dass sich die Desmin-Expression nicht parallel 
entwickelt, sondern nach 96 Stunden im Vergleich zur Normoxie sogar weniger Zellen 
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positiv reagieren, könnte an der sich in Teilablösung vom Untergrund mit Abrundung 
äußernden Degeneration liegen. Wahrscheinlich wird die Proteinsynthese in diesem Zu-
stand erniedrigt oder sogar völlig eingestellt. Somit wäre auch der Anteil α-Aktin-
positiver Zellen von 75 % nach 96 Stunden in der Hypoxie in Frage zu stellen. Würden 
die Zellen noch die gleiche Vitalität wie die in der Normoxie aufweisen, könnte wahr-
scheinlich bei noch mehr Zellen α-Aktin nachgewiesen werden. Zur Abklärung ist die 
morphologische und immunhistologische Beurteilung der Zellen in geringeren Abstän-
den (z.B. alle 24 Stunden) in nachfolgenden Studien anzuraten. 
Auch wenn eine Hypoxie unter den angegebenen Kulturbedingungen bei Stromazellen 
des equinen Endometriums zu einer beschleunigten Myofibroblastendifferenzierung 
führt, ist es verfrüht, daraus einen Rückschluss auf Hypoxie als eindeutigen pathogene-
tischen Faktor bei der equinen Endometrose in vivo zu ziehen. Wie oben geschildert, 
reagieren die Stromazellen in vitro auf die Isolierung und Kultivierung allgemein mit 
einer α-Aktin-Expression. Ob Hypoxie als allgemeiner oder spezifischer Stressfaktor in 
Hinblick auf die Myofibroblastendifferenzierung der kultivierten Zellen wirkt, könnte 
möglicherweise durch eine detailliertere Aufschlüsselung der zellulären Reaktionen auf-
geklärt werden. Eine Bestimmung der produzierten ECM-Komponenten, von MMPs und 
TIMPs, von TGF-β und HIF ist dabei möglicherweise hilfreich. Zum Vergleich könnten 
die Zellen oxidativem Stress (durch H2O2), einem Hitzeschock (42-44 °C) oder einer 
Hypoglykämie - alles Faktoren, die als allgemeine Stressoren gelten - ausgesetzt wer-
den. 
5.4.3 Vergleich zur In-vivo-Morphologie 
5.4.3.1 Epithelzellen 
Die Morphologie der kultivierten equinen Endometriumzellen auf ECM-Substrat mit Pola-
risation und Organoidbildung zeigt deutliche Übereinstimmungen mit der physiologi-
schen In-vivo-Morphologie der endometrialen Drüsen der Stute (RAILA 2000). Das Vor-
kommen von Sekretionsvesikeln und apikalen Protrusionen sowie die meist runde Kern- 
und Mitochondrienform, des Weiteren das Vorhandensein von rER entspricht dabei 
weitgehend der Drüsenmorphologie während der Sekretionsphase. 
Das immunhistologische Reaktionsmuster mit einer Koexpression von Zytokeratin und 
Vimentin sowie das Fehlen von Östrogen- und Progesteronrezeptoren findet seine Ent-
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sprechung in vivo am ehesten in endometrotisch veränderten Endometriumepithelien 
oder während des Winteranöstrus (AUPPERLE et al. 2000, AUPPERLE et al. 2004). 
5.4.3.2 Stromazellen 
Die Spindelform der Stromazellen in situ (KENNEY 1978) findet sich auch in vitro wie-
der. Die Ausbildung von Zellfortsätzen und rER bei den kultivierten stromalen Zellen 
entspricht den Beschreibungen von equinen endometrialen Stromazellen während der 
Sekretionsphase des Zyklus (RAILA 2000). 
Ähnlich wie bei den Epithelzellen zeigen die immunhistologischen Ergebnisse an den 
Stromazellen in der Kultur mit Koexpression von Vimentin, α-Aktin und Desmin sowie 
das Fehlen der Progesteron- und Östrogenrezeptoren am ehesten eine Übereinstim-
mung mit den In-situ-Befunden bei an fortgeschrittenen Fibrosen im Rahmen der En-
dometrose beteiligten Stromazellen (Myofibroblasten) oder den stromalen Zellen in in-
aktiven Endometrien des Winteranöstrus (WALTER et al. 2001a, AUPPERLE et al. 2004, 
HOFFMANN 2006). 
5.5 Wachstumsparameter der kultivierten Endometriumzellen 
5.5.1 Vitalität 
Die mittels Trypanblau-Methode evaluierte Vitalität der mit dem endgültigen Isolie-
rungs- und Separationsprotokoll aus frischen Bioptaten oder Uteri gewonnenen endo-
metrialen Zellen liegt bei den Stromzellen zwischen 72-93 % bzw. bei 50-64 % bei den 
Epithelzellen und entspricht damit in etwa den Werten beim Menschen (VIGANO et al. 
1993, BHARGAVA PERIWAL et al. 1995, BLÄUER et al. 2005). Bei der Isolierung epithe-
lialer Zellen aus dem Endometrium von Kühen werden in einigen Fällen mit über 90 % 
deutlich höhere Vitalitätsraten angegeben (FORTIER et al. 1988, XIAO u. GOFF 1998, 
TAKAHASHI et al. 2001). Möglicherweise handelt es sich um eine speziesabhängige Ei-
genschaft. 
Die Plattiereffizienz als bestes Maß für Überleben und proliferative Kapazität von kulti-
vierten Zellen (FRESHNEY 1990) erreicht in den eigenen Untersuchungen 60-70 % bei 
den Stromazellen und 25-90 % bei den Epithelzellen. Die Werte der stromalen Zellen 
liegen damit zwischen denen anderer Autoren (32 und 75 %) (DORMAN et al. 1982, 
HOLINKA u. GURPIDE 1987, FORTIER et al. 1987). Eine Matrigel®-Beschichtung beein-
flusst die Plattiereffizienz der epithelialen Zellen positiv. Die ermittelten Werte bei Kolla-
gen- oder unbeschichteten Wachstumsoberflächen für die Epithelzellen sind jedoch 
DISKUSSION 86 
deutlich unter den Angaben bei anderen Spezies (62-87 %, gemessen mittels Protein- 
u./o. DNA-Gehaltsbestimmung) (FORTIER et al. 1987, ZHANG et al. 1991). Die Ursache 
hierfür liegt möglicherweise in einer besonderen Empfindlichkeit der equinen Zellen.  
5.5.2 Passagierung 
Die erfolglose Passagierung epithelialer Endometriumzellen deckt sich mit den Erfah-
rungen anderer Autoren bei humanen Epithelzellen (MATTHEWS et al. 1992, MYLONAS 
et al. 2003). Die einzigen erfolgreichen Subkultivierungen werden bei einer nur ganz 
geringen Verdünnung der Zellsuspension (≤ 1:2) beschrieben (ZHANG et al. 1995). Als 
Ursache für diese schlechte Passagierbarkeit ist möglicherweise die Trennung der Zell-
verbände durch die Trypsin-/EDTA-Einwirkung anzusehen. Auch eine zu starke Auftren-
nung der epithelialen Verbände mit Vereinzelung der Zellen bei der Isolierung führt zu 
einer schlechteren Kultivierbarkeit (MATTHEWS et al. 1992, CLASSEN-LINKE et al. 1997, 
FRESHNEY 2002). Ebenfalls ist eine starke Empfindlichkeit der Epithelzellen gegen 
Trypsin und/oder EDTA in Betracht zu ziehen. Die Verwendung anderer Enzyme zur 
Zellablösung (z.B. Pronase, Dispase, Kollagenase) könnte möglicherweise zu besseren 
Ergebnissen bei der Subkultivierung der Epithelien führen. 
5.5.3 Proliferation 
Die Oberflächenbeschichtung hat Einfluss auf die Proliferation equiner Endometriumzel-
len. Stromale Zellen wachsen auf Kollagen-beschichteten (PVZ 22 Stunden) und unbe-
schichteten (PVZ 29 Stunden) Plastikoberflächen schneller als auf Matrigel®-Substrat 
(PVZ 35 Stunden). Jedoch wird bei Konfluenz eine größere Zellzahl mit Matrigel®-
Beschichtung erreicht, was vermutlich durch eine geringere Zellgröße bedingt ist. Eine 
genaue Charakterisierung dieses Phänomens wäre zu untersuchen. Die Populationsver-
dopplungszeiten der Epithelzellen liegt, unabhängig von der Wachstumsoberflächenbe-
schichtung, mit 74-80 Stunden deutlich darüber. Dennoch ergibt sich aufgrund der bes-
seren Plattiereffizienz bei einer Matrigel®-Beschichtung eine höhere absolute Epithelzell-
zahl gegenüber den anderen Substraten. Vergleichbare Ergebnisse zeigen ARNOLD et 
al. (2001), die nach fünf Tagen einmalig die Zellzahl von auf Plastik und Matrigel® ge-
wachsenen humanen endometrialen Stroma- und Epithelzellen bestimmen: Die Epithel-
zellen zeigen eine geringere Proliferation auf unbeschichteten Oberflächen im Vergleich 
zu Matrigel®-Beschichtungen; bei den stromalen Zellen ist es umgekehrt. Die Ergebnis-
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se dieser Proliferationsuntersuchungen erklären die Überwucherung der epithelialen 
Kulturen nach einiger Zeit selbst durch geringste Mengen an Stromazellen. 
Die höhere Wachstumsrate der stromalen Zellen ist wahrscheinlich, wie allgemein für 
Fibroblasten geltend, durch eine PDGF-Stimulation bedingt. Daneben besteht ein zy-
tostatischer Effekt von TGF-α, welcher auch bei der Serumherstellung von Thrombozy-
ten freigesetzt wird, auf epitheliale Zellen (FRESHNEY 2002). Mit speziellen Medien 
könnte das selektive Wachstum von Epithelzellen gefördert werden. Über den Serum-
gehalt für eine Förderung der Epithelzellproliferation gibt es allerdings widersprüchliche 
Angaben (KIRK u. IRWIN 1980, MERVIEL et al. 1995). Unbestritten scheint der positive 
Effekt von EGF und hohen Insulin-Konzentrationen auf das epitheliale Wachstum 
(FRESHNEY 2002). Welche dieser Effekte möglicherweise auch für die Kultivierung von 
Endometriumzellen der Stute ausnutzbar wäre, ist zu untersuchen. 
5.5.4 Zyklusabhängigkeit 
Unterschiede in der Kultivierbarkeit der Endometriumzellen aus verschiedenen Zyklus-
phasen wurden nicht untersucht. Dass solche, die insbesondere durch Anheftung und 
Kultivierungszeitraum charakterisiert sind, bei humanen endometrialen Zellen bestehen, 
zeigen verschiedene Arbeiten, die die Kultivierungsfähigkeit von Zellen aus der prolifera-
tiven Phase als leichter beschreiben, verglichen mit Zellen der sekretorischen Zyklus-
phase (LIU u. TSENG 1979, FLEMING u. GURPIDE 1982, NEGAMI u. TOMINAGA 1989, 
MYLONAS et al. 2003). Ob dieses auch auf die Endometriumzellen der Stute zutrifft, ist 
abzuklären. In Bezug auf die Ausbildung von Zell-zu-Zellverbindungen zwischen kulti-
vierten equinen Endometriumzellen, gemessen mittels FRAP, bestehen keine Unter-
schiede zwischen im Östrus und im Diöstrus gewonnenen Zellen (BRADY et al. 1992). 
5.5.5 Nutzungszeitraum 
In der Literatur gibt es wenig definitive Angaben oder Empfehlungen zur Nutzungszeit 
kultivierter endometrialer Zellen. MYLONAS et al. (2003) sprechen sich für Untersu-
chungen an primären Endometriumzellkulturen innerhalb der „ersten Wochen“ aus, da 
sie die ersten Degenerationsmerkmale nach ca. 3 bis 4 Wochen beobachten. 
Die mangelhafte Passagierbarkeit der Epithelzellen in den eigenen Versuchen und in 
Untersuchungen bei menschlichen Zellen (MATTHEWS et al. 1992, VIGANO et al. 1993) 
legt nahe, die epithelialen Zellen nur in der Primärisolierung (Passage 0) zu verwenden. 
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Im Gegensatz dazu zeigen die equinen endometrialen Stromazellen in den eigenen Un-
tersuchungen erst in der Passage 18 durch deutliche Verlängerung der Verdopplungs-
zeit eine Wachstumsdepression und damit beginnende Degeneration, wie sie auch bei 
menschlichen Stromazellen in späteren Passagen (>16) beobachtet wird (DORMAN et 
al. 1982, HOLINKA u. GURPIDE 1987). 
5.6 Fazit 
Aus praktischer und ethischer (tierschutzrechtlicher) Sicht bildet die etablierte Zellkultur 
eine hervorragende Möglichkeit experimenteller Untersuchungen an endometrialen Epi-
thel- und Stromazellen der Stute. Durch Modifikation und Kombination der beschriebe-
nen Methoden konnten die Ergebnisse der Isolierung und Separation aus Biopsiemat-
erial optimiert werden, so dass ein hoher Reinheitsgrad der beiden Zelltypen mit guter 
Vitalität und Kultivierbarkeit erreicht wird. Die morphologische und immunhistologische 
Charakterisierung zeigt, dass die Differenzierung der Zellen unter den eingesetzten Kul-
turbedingungen der von Endometrose betroffenen Zellen oder den Zellen inaktiver En-
dometrien in situ ähnelt. 
5.7 Weiterführende Untersuchungen im Zellkulturmodell 
Neben den bereits angeführten Punkten zur Verfeinerung der Kultivierungsmethoden 
ergeben sich verschiedene Maßnahmen zur Weiterentwicklung der etablierten Zellkultur 
equiner Endometriumzellen. 
5.7.1 Serumfreie Zellkultur 
Die Verwendung von Serum im Kulturmedium ist mit verschiedenen Nachteilen verbun-
den (LINDL 2002): Es handelt sich um ein undefiniertes oder zumindest nicht abschlie-
ßend definiertes Naturprodukt mit wechselnder Zusammensetzung und schwankenden 
Gehalten der Inhaltsstoffe. Des Weiteren ist Serum für die Mehrzahl der Zellen keine 
„physiologische Flüssigkeit“ (LINDL 2002). Es kann Inhibitoren und zytotoxische Sub-
stanzen enthalten und ein selektives Wachstum bestimmter Zellpopulationen fördern 
(siehe dazu auch Kap. 5.5, S. 85). Diese Punkte sind bei dem entwickelten Zellkultur-
model besonders in Hinblick auf die Untersuchungen des Effektes von Hormonen und 
anderen Faktoren zu berücksichtigen. Um unter eindeutig definierten und kontrollierten 
Bedingungen zu arbeiten, ist daher die Etablierung einer serumfreien Zellkultur als Ziel 
anzusehen, bei der besonders höhermolekulare Stoffe, wie Polypeptide und Hormone 
dem Medium zugesetzt werden müssen. So wird von erfolgreichen serumfreien Endo-
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metriumzellkulturen des Menschen (CASSLEN u. HARPER 1991), der Maus (TOMOOKA 
et al. 1986), der Ratte (JULIAN et al. 1992), des Meerschweinchens (MAHFOUDI et al. 
1992, ORDENER et al. 1993) sowie des Rindes (TAKAHASHI et al. 2001) berichtet, bei 
denen speziell Insulin, Transferrin, Selenit, Kortison, Retinol und Ascorbinsäure als Me-
dienzusätze zum Einsatz kommen und die Effekte von Wachstumsfaktoren und ovariel-
len Steroidhormone untersucht werden. Die Ergebnisse bei diesen Spezies lassen auch 
die Etablierung einer serumfreien Kultur equiner Endometriumzellen möglich erschei-
nen. 
5.7.2 Kryokonservierung 
Um in gewissen Grenzen zeitlich und räumlich unabhängig von frischem Endometrium-
gewebe zu sein, sollten Versuche zur Tiefgefrierkonservierung der kultivierten Zellen 
unternommen werden. Dabei erscheint eine Konservierung von Epithelzellen auf diese 
Weise aufgrund der bisher vergeblichen Subkultivierungsversuche wenig erfolgverspre-
chend. Bei den stromalen Endometriumzellen hingegen werden sich voraussichtlich auf-
grund der guten Passagierbarkeit und Proliferationseigenschaften kaum Probleme bei 
der Kryokonservierung mit Zusatz von DMSO oder Glycerin bei -80 bis -120 °C ergeben. 
5.7.3 Immortalisierung 
Eine vollständige Unhabhängigkeit von frischem Endometriumgewebe zur Zellisolierung 
würde die Immortalisierung der kultivierten Zellen, d.h. die Entwicklung einer unsterbli-
chen Zellkultur bieten. Als prinzipielle Möglichkeiten stehen dabei die Zellgewinnung aus 
Tumoren oder die In-vitro-Transformation nichtneoplastischer Zellen zur Verfügung. 
Dabei ist letzterer Methode wohl der Vorzug zu geben, da Neoplasien des equinen En-
dometriums äußerst selten auftreten (COTCHIN 1984) und die Beschaffung solchen Ma-
terials in kultivierungsfähigem Zustand sich daher wahrscheinlich sehr schwierig gestal-
ten würde. 
Die Charakteristika derart veränderter Zellen im Vergleich zu den Normalzellen wären zu 
untersuchen, da mit der Transformation neben der Immortalität oft auch andere Eigen-
schaftsänderungen einhergehen, wie z.B. Verlust der Kontakthemmung und Anheftung 




5.7.4 Untersuchungen zur Pathogenese der Endometrose 
Die entwickelte Methode der Zellisolierung und Kultivierung equiner endometrialer Zel-
len bildet die Grundlage für In-vitro-Untersuchungen zur Pathogenes der Endometrose. 
Zur Abklärung auslösender Faktoren für die Fehldifferenzierung von stromalen und epi-
thelialen Zellen sind insbesondere die Auswirkungen verschiedener Östradiol- und Pro-
gesteronkonzentrationen abzuklären. Zum anderen ist der Einfluss von Wachstumsfak-
toren und anderer Mediatoren wie EGF, IGF, FGF, PDGF, TGF-β, TG, MMPs und ACE, bei 
denen eine Beteiligung an Fibrosen allgemein und der equinen Endometrose speziell 
nachgewiesen ist oder vermutet wird, zu untersuchen. Die Kokultur der Stroma- und 
Epithelzellen ist zu verfeinern und genauer zu charakterisieren. Die Untersuchung direk-
ter sowie indirekter Zellkontakte zwischen diesen Zelltypen lässt wichtige Erkenntnisse 
zur Endometrosepathogenese erwarten. Auch für die Bestimmung der Apoptoseindukti-
on eignet sich das etablierte Zellkulturmodell. 
Methodisch bieten die morphologische Beurteilung mittels Licht- und Elektronenmikro-
skopie und der immunhistologische Nachweis die Grundlage für die Übertragbarkeit der 
Ergebnisse auf die In-vivo-Situation. Zur Verfeinerung bieten sich molekularbiologische 
Techniken wie polymerase chain reaction (PCR) bzw. Reverse-Transkriptase(RT)-PCR 
sowie Southern-, Northern- und Western-Blot zur Untersuchung der Funktionsmorpho-
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Zielsetzung der vorgestellten Arbeit war die Etablierung und Validierung einer Zellkultur 
isolierter equiner endometrialer Epithel- und Stromazellen für morphologische und funk-
tionelle Untersuchungen an den einzelnen Zelltypen und ihrer Interaktionen. Ein solches 
In-vitro-System könnte insbesondere für Studien zur der Pathogenese der Endometrose 
zum Einsatz kommen. 
Zu diesem Zweck wurden Endometriumbioptate und Uteri von gynäkologisch unauffälli-
gen Stuten entnommen. Die Isolierung der Zellen erfolgte nach mechanischer Zerklei-
nerung des Gewebes mittels enzymatischer Verdauung durch Kollagenase. Für die Se-
paration und Aufreinigung der Epithel- und Stromazellen kam, nach unbefriedigenden 
Ergebnissen bezüglich Zellausbeute und –reinheit bei Verwendung der Verfahren allein, 
eine Kombination aus Filtration, diskontinuierlicher Dichtegradientenzentrifugation und 
Differenzialadhärenz zum Einsatz. So konnten Kreuzkontaminationen der beiden Zell-
fraktionen von ≤ 2 % erreicht werden. Die Kultivierung der so gewonnenen Zellen er-
folgte bei 37 °C, in Raumluft mit 5 % CO2 in wasserdampfgesättigter Atmosphäre in 
RPMI 1640 als Medium mit 10 % fötalem Kälberserum. 
Der Proliferationsvergleich auf unterschiedlichen Oberflächenbeschichtungen (Kunst-
stoff, Kollagen, Matrigel®) zeigte einen Wachstumsvorteil der Epithelzellen auf dem 
ECM-Substrat Matrigel®. Im Gegensatz zu den stromalen Zellen, deren Wachstum auf 
dieser gegenüber den anderen Beschichtungen verlangsamt war. Die Stromazellen 
konnten über 1 Jahr bis zur Passage 19 in Kultur gehalten werden bevor deutliche De-
generationserscheinungen auftraten. Bei den epithelialen Zellen war die Subkultivierung 
nach Trypsinierung nicht erfolgreich. 
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Eine morphologische und funktionelle Charakterisierung der kultivierten Zellen fand mit-
tels Lichtmikroskopie mit verschiedenen Färbungen, Immunhistologie sowie Transmissi-
ons- und Rasterelektronenmikroskopie statt. Für diesen Zweck erfolgte die Kultivierung 
der Zellen auf chamber slides und in Matrigel®-beschichteten Membraneinsätzen als 
Mono- und Kokultur. 
Die Epithelzellen stellten sich auf unbeschichteten Kunststoffoberflächen als flache, po-
lygonale Zellen dar. Bei Bereitstellung von Matrigel® bildeten sie Organoide aus polari-
sierten Zellverbänden mit Mikrovilli und Protrusionen an der Oberfläche aus. Als Zellver-
bindungen traten Interdigitationen, tight junctions und Desmosomen auf. Im Zytoplas-
ma waren neben rauem endoplasmatischen Retikulum, Golgi-Apparat und Mitochond-
rien auch Sekretvakuolen zu finden. Immunhistologisch reagierten die Epithelien auch in 
vitro Zytokeratin-positiv. Dieses Charakteristikum diente als Unterscheidungsmerkmal 
von den Stromazellen, da nach einer Woche Kulturzeit auch der Vimentinnachweis bei 
den epithelialen Zellen positiv ausfiel. Progesteron- und Östrogenrezeptoren waren mit-
tels Immunhistologie bei beiden kultivierten Zelltypen nicht nachweisbar. 
Die spindeligen bis sternförmigen Stromazellen wiesen keine Oberflächenmodifikationen 
auf. Intrazytoplasmatisch waren Mitochondrien, raues endoplasmatische Retikulum und 
ein Golgi-Apparat nachweisbar. Die stromalen Zellen waren immunhistologisch durch 
einen Vimentinnachweis gekennzeichnet. Zusätzlich konnte nach wenigen Tagen in der 
Kultur α-Aktin und teils auch Desmin nachgewiesen werden. Diese Differenzierung zu 
Myofibroblasten trat unter hypoxischen Kulturbedingungen (1 % O2) verstärkt auf. 
Die morphologische und immunhistologische Charakterisierung zeigte, dass die Diffe-
renzierung sowohl der epithelialen als auch der stromalen Zellen unter den eingesetzten 
Kulturbedingungen der von Endometrose betroffenen Zellen oder den Zellen in inakti-
ven Endometrien während des Winteranöstrus in situ ähnelt. 
Die etablierte Zellkultur equiner endometrialer Epithel- und Stromazellen aus Biopsiema-
terial bildet die Grundlage für morphologische und funktionelle Untersuchungen an den 
einzelnen Zelltypen und ihrer Interaktionen zur Erforschung der Pathogenese der En-
dometrose. Aus praktischer und ethischer (tierschutzrechtlicher) Sicht bietet sie eine 
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The aim of the presented work was to establish and validate cell culture of equine en-
dometrial epithelial and stromal cells in order to perform morphological and functional 
studies on the different cell types and on their interactions. Such an in vitro system 
could especially be used for studies on the pathogenesis of endometrosis. 
For this purpose endometrial biopsy specimens and uteri from gynaecologically healthy 
mares were collected. The isolation of cells was accomplished by collagenase digestion 
after chopping up of the tissue. After unsatisfying results regarding the number and 
purity of gained cells by using the methods alone, a combination of filtration, discon-
tinuing density gradient centrifugation, and differential adherence was used for separa-
tion and purification of epithelial and stromal cells. Cross contaminations of both cell 
fractions were ≤ 2 % with this procedure. Cultivation of the obtained cells was done in 
RPMI 1640 medium with 10 % fetal calf serum at 37 °C, in a humidified atmosphere of 
5 % CO2:95% air. 
The comparison of proliferation on different surface coatings (plastic, collagen, Ma-
trigel®) showed a growth advantage of the epithelia on the ECM substrate Matrigel®. In 
contrast, proliferation of stromal cells was slowed down on this coating compared to the 
other surface treatments. The stromal cells could be held in culture for one year, up to 
passage 19, before distinct signs of degenerations developed. Subculture after trypsina-
tion was unsuccessful with the epithelial cells. 
A morphological and functional characterization of the cultured cells was done by light 
microscopy with different stainings, immunohistochemistry, transmission and scanning 
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electron microscopy. For this purpose the cells were cultured on chamber slides and on 
Matrigel®-coated membrane inserts, in mono- and co-culture. 
The epithelial cells grew as flat, polygonal cells on uncoated plastic surfaces. With pro-
vision of Matrigel® organoids, composed of polarized cells, developed with microvilli and 
protrusions on the surface. As for cell junctions, interdigitations, tight junctions, and 
desmosomes occurred. Secretion vacuoles were found in the cytoplasm beside rough 
endoplasmic reticulum, Golgi apparatus, and mitochondria. In vitro, the epithelia also 
reacted immunohistochemically positive for cytokeratin. This characteristic served as a 
marker to distinguish them from stromal cells, since after one week of culture the 
vimentin-detection turned out positive in the epithelial cells, also. Progesteron and es-
trogen receptors could not be detected by immunohistochemistry in both cultured cell 
types. 
The spindle-to-star shaped stromal cells showed no surface modifications. Mitochondria, 
rough endoplasmic reticulum, and Golgi apparatus were detectable intracytoplasmati-
cally. The stromal cells were immunohistochemically characterized by a positive 
vimentin-reaction. In addition, α-actin and partially desmin, could be detected after a 
few days of culture. This differentiation to myofibroblasts increased under hypoxic cul-
ture conditions (1 % O2). 
Under the above culture conditions both the epithelial and stromal cells shared relevant 
characteristics with the cells in situ affected by endometrosis and those present in an 
inactive winter anestrus endometrium, as the morphological and immunohistochemical 
results revealed. 
The established cell culture of equine endometrial epithelial and stromal cells from bi-
opsy material forms the basics for morphological and functional studies on the individ-
ual cell types and on their interactions for further research on the pathogenesis of en-
dometrosis. From both practical and ethical (animal welfare) points of view, it offers a 
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9 ANHANG 
9.1 Reagenzien für die Zellkultur 
9.1.1 Incomplete Hank’s buffered salt solution (IHBSS) 
PAA Laboratories, Cölbe 
Kat. Nr. H15-009 
Hank’s BSS ohne Ca & Mg und Phenolrot 
9.1.2 Antibiotika-Antimykotika-Lösung (ABAM) 
PAA Laboratories, Cölbe 
Kat. Nr. P11-002 
enthält in 0,9%iger NaCl-Lösung 
10000 U/ml Penicillin G 
10 mg/ml Streptomycinsulfat 
25 µg/ml Amphotericin B 
9.1.3 Kollagenase 
PAA Laboratories, Cölbe 
Kat. Nr. K05-039-2 
Collagenase 2 
Konzentration: 2000 U/ml 
Aktivität: 1 U setzt ein µmol L-Leucin-Äquivalent in 5 Stunden bei 37 °C von Kollagen 
frei 
9.1.4 Kollagenase-Lösung 
IHBSS mit 10 % Collagenase 2 und 2 % ABAM 
9.1.5 RPMI 1640 
PAA Laboratories, Cölbe 
Kat. Nr. E15-840 
RPMI 1640 mit L-Glutamin und Phenolrot 
9.1.6 Fötales Kälberserum (FCS) 
PAA Laboratories, Cölbe 
Kat. Nr. A15-649 
Fötales Kälberserum „Gold“, definiertes fötales Kälberserum, Kategorie „EU“ 
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9.1.7 Nährmedium 
RPMI 1640 mit 10 % FCS und 2 % ABAM 
9.1.8 Trypsin/EDTA 
Trypsin/EDTA 1:250 
PAA Laboratories, Cölbe 
Kat. Nr. L11-004 
enthält in PBS 
0,5 g/l Trypsin 
0,2 g/l EDTA (4 Na) 
0,85 g/l NaCl 
Aktivität: 1 g Trypsin verdaut 250 g Kaseinsubstrat 
9.1.9 Trypanblau 
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 
Cat. No. T8154 
0,4 %ig 
9.1.10 Kollagen 
PAA Laboratories, Cölbe 
Kat. Nr. K02-043-1 
Bovines Collagen Typ 1 
Konzentration 6 mg/ml 
9.1.11 Matrigel® 
BD Biosciences, Bedford, MA, USA 
Cat. No. 356237 
Konzentration 7,7 mg/ml in DMEM mit 10 µg/ml Gentamycin 
9.1.12 Percoll® 
Amersham Biosciences, Freiburg 
Code No. 17-0891-02 
9.1.13 Density Marker Beads 
Amersham Biosciences, Freiburg 
Code No. 17-0459-01 
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Tab. 9.1: Verwendete Density Marker Beads für die Dichtegradientenzentrifugation 
Gefäßnummer Farbe Dichte (g/ml) in Percoll mit 0,15 M NaCl 
1 blau 1,019 
2 orange 1,035 
3 grün 1,052 
4 rot 1,064 
5 blau 1,074 
6 orange 1,088 
7 grün 1,102 
8 rot 1,119 
9 violett 1,138  
 
9.2 Reagenzien für die Immunhistologie 
9.2.1 Zitrat-Puffer 
10 mM, pH 6,0 
9ml 0,1 M Zitronensäure (Fa. Merck, Darmstadt) 
41 ml 0,1 M Natriumzitrat (Fa. Merck, Darmstadt) 
450 ml destilliertes Wasser 
9.2.2 Tris Buffered Saline (TBS) 
Stammlösung: 
60,57 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Fa. Carl Roth, Karlsruhe) 
610 ml destilliertes Wasser 
390 ml HCl 1 N (Fa. Merck, Darmstadt) 
Gebrauchslösung: 
100 ml Stammlösung 
900 ml 0,8 % NaCl (Fa. Merck, Darmstadt) in destilliertem Wasser 
9.2.3 Phosphate Buffered Saline (PBS) 
Stammlösung: 
42 g NaCl (Fa. Merck, Darmstadt) 
9,26 g Na2HPO4 x 2H2O p.a. (Fa. Merck, Darmstadt) 
2,15 g K2HPO4 (Fa. Merck, Darmstadt) 
destilliertes Wasser ad 100 ml 
Gebrauchslösung: 
Verdünnung der Stammlösung 1:5 in destilliertem Wasser 
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9.2.4 3,3-Diaminobenzidintetrahydrochlorid(DAB)-Lösung 
100 mg DAB (Fa. Fluka Feinchemikalien, Neu Ulm) 
200 ml 0,1 M Imidazol/HCl-Puffer (pH 7,1) 
- 6,81 g Imidazol (Fa. Merck, Darmstadt) 
- destilliertes Wasser ad 1000 ml 
- 500 ml 0,1 M HCl 
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